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1 Einleitung 
Durch die Erkenntnis, dass das Zusammenspiel zwischen Krankheitserreger, dem 
Immunsystem des Wirtes und Arzneimittel die Grundlage für eine erfolgreiche 
Behandlung ist, gewinnt die Erforschung immuntherapeutischer Ansätze immer mehr an 
Bedeutung. Ein deutliches Zeichen dafür ist die Auszeichnung von Bruce Beutler, Jules 
Hoffmann und Ralph Steinman mit dem Nobelpreis für Physiologie oder Medizin im Jahr 
2011 für ihre Grundlagenforschung auf dem Gebiet der Immunologie. 
 
 
Abbildung 1: Antigenpräsentation durch eine myeloide dendritische Zelle. 
Eine dendritische Zelle umfasst mit ihren Verästelungen einen Lymphozyten. So wird die 
humorale Immunabwehr durch das angeborene Immunsystem aktiviert. Die Grafik ist 
entnommen aus 1. 
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Steinman hatte Anfang der 70er Jahre die dendritischen Zellen in den peripheren 
lymphatischen  Organen der Maus unter dem Mikroskop entdeckt und in den Jahren 
danach ihre Bedeutung als Vermittler zwischen der angeborenen und der erworbenen 
Immunität erkannt [siehe Abbildung 1]. Steinmans Entdeckung war bahnbrechend und 
ist zum Zeitpunkt ihrer Veröffentlichung 1973 auf große Skepsis innerhalb der Fachwelt 
gestoßen. Denn bis dahin hielt man nur drei Zelltypen für immunologisch relevant: T-, 
B-Lymphozyten und Makrophagen. Inzwischen weiß man, dass dendritische Zellen, und 
unter ihnen vor allem die myeloiden aus dem Knochenmark, die zentralen Schaltstellen 
für die effektive Immunantwort sind. Anders als bei Lymphozyten ist das 
Rezeptorrepertoire der dendritischen Zellen wie das der anderen Zellen des natürlichen 
Immunsystems genetisch in der Keimbahn determiniert. Die Aktivität dendritischer 
Zellen umfasst die Phagozytose pathogener Keime, Antigenpräsentation und 
Kostimulation von Lymphozyten. Dabei sind sie circa tausendmal effektiver in der 
Immunstimulation als Makrophagen. In zahlreichen Studien analysierten Steinman und 
seine Mitarbeiter das System der dendritischen Zellen und lieferten damit die Grundlage 
für weitere Forschungen, u.a. auch der Immunzelltherapie 1. 
 
1.1 Das Immunsystem 
 
Das Immunsystem ist ein komplexes System, das dem Schutz des Körpers vor 
Infektionen, Toxinen, Stoffwechselprodukten und abnormalen Körperzellen dient. Es 
werden ein angeborenes und ein erworbenes Immunsystem unterschieden, die beide 
durch vielfältige Effektormechanismen miteinander verbunden sind [siehe Abbildung 
2]. Die erste, frühe Phase der Verteidigung stellt dabei die angeborene Immunität mit 
deren unspezifischen zellulären und nichtzellulären Effektormechanismen dar. Ist diese 
Stufe überwunden, wird die erworbene, adaptive Immunantwort ausgelöst. Diese agiert 
antigenspezifisch und nachhaltig gegen Krankheitserreger. 
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Abbildung 2: Das Immunsystem. 
 
1.2 Abwehrsystem der Lunge 
Das Abwehrsystem der Lunge ist eine komplexe Anordnung von strukturellen und 
funktionellen Abwehrmechanismen in den proximalen und distalen Atemwegen. Dieses 
System schützt in erster Linie durch eine mechanische Barriere vor den teils 
gefährlichen Molekülen und Antigenen aus der umgebenden Luft, mit denen die 
Schleimhautoberfläche der Lunge täglich in Kontakt kommt. Der Verbund von 
Epithelzellen mit Schlussleisten, kanalbildenden Proteinkomplexen und Desmosomen 
bildet eine Schleimhautbarriere und trägt ebenfalls zur mukoziliären Klärfunktion bei  2. 
Ein kontinuierlich aufgelagerter Surfactant-Film wirkt aufgrund seiner 
Zusammensetzung aus Phospholipiden und verschiedenen Proteinen oberflächenaktiv 
und führt dadurch zu einer Benetzung eingeatmeter Partikel und deren Dislokation in 
die Tiefe des Films. Toxische und Allergie-auslösende Partikel können so mit den 
Epithelzellen interagieren, was für die Pathophysiologie der Atemwegserkrankungen 
eine wesentliche Rolle spielt, oder mittels des mukoziliären Transports rachenwärts 
befördert werden 3. Die Translokation von Partikeln in subepitheliale 
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Bindegewebsschichten und deren anschließende Phagozytose durch interstitielle 
Makrophagen verlängert deren Retention in der Lunge im Vergleich zu jenen kleineren 
Partikeln, welche bereits von den primären Fresszellen der Lunge, den Atemwegs- und 
Alveolarmakrophagen, aufgenommen werden 4. Komplementiert wird das 
Abwehrsystem durch ein transepithelial interagierendes Netzwerk von dendritischen 
Zellen 5. Dendritische Zellen (DCs) als professionelle Antigen-präsentierende Zellen 
innerhalb und unterhalb der Epithelschicht besitzen bäumchenartige 
Zytoplasmaausläufer, welche sie durch die Tight Junctions vorstrecken [siehe 
Abbildung 3]. So kann die dendritische Zelle (DC) über ihre direkte Umgebung hinaus 
Kontakt zu Antigenen aufnehmen, die Antigeninformation auswerten und an die lokalen 
Lymphknoten weiterleiten 6. Das beidseitige Interagieren durch Produktion einer 
Vielzahl verschiedener Mediatoren zwischen Epithelzellen und dem Verbund aus DCs 
spielt dabei ebenfalls eine entscheidende Rolle für die Aufrechterhaltung der 
immunologischen Homöostase im respiratorischen Gewebe 7. 
 
 
Abbildung 3: Abwehrstrukturen in den Atemwegen. 
Schematisch dargestellt sind die einzelnen Abwehrstrukturen der Lunge. Adaptiert nach 6. 
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Durch aerodynamische Mechanismen wie Husten, Schnäuzen und Bronchokonstriktion 
und den mukoziliären Transportapparat wird in den mehrfach dichotom verzweigten 
Atemwegen eine Filtration von mehr als 95% der inhalierten Antigene erreicht, so dass 
die weiter peripher gelegenen Atemwege vor zu starken Ablagerungen an partikulärem 
Material verschont bleiben 8. Zigarettenrauch als die Hauptursache der chronisch 
obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) kann diese ausgefeilten Schutzmechanismen 
schädigen, sodass u.a. die Frequenz der Zilienschläge verlangsamt wird. Fremdpartikel 
verbleiben länger im bronchialen System und lösen Entzündungsreaktionen aus, die mit 
einer erhöhten Schleimbildung, Kapillarpermeabilität und Destruktion der Alveolarwand 
einhergehen. Auch körpereigene Schutzmechanismen gegen die „Selbstverdauung“ der 
Lunge können negativ beeinflusst werden und spielen ebenso wie die Vermehrung der 
Makrophagen, DCs, T-Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten bei der 
Pathophysiologie der COPD eine wesentliche Rolle. 
 
1.3 Dendritische Zellen in der Lunge 
Mit einer Oberfläche von annähernd 150 m², einem Luft-Ventilations-Volumen von 350 
Liter pro Stunde und einer sehr empfindlichen Gasaustauschregion stellt das 
respiratorische System eine riesige Herausforderung für das Immunsystem dar. 
Anatomisch unterscheidet man zwei Hauptkompartimente, die leitenden Atemwege und 
das Lungenparenchym. Beide Regionen sind funktional verschieden und unterscheiden 
sich in ihrer Zusammensetzung an immunologischen Zellen [siehe Abbildung 4] 9. 
DCs stellen als Sensoren der Lungen mit ihrer einzigartigen Fähigkeit, die adaptive 
Immunität zu initiieren, den Schlüssel des angeborenen Immunsystems dar 10. Ihre 
entscheidende Aufgabe ist die kontinuierliche Überwachung der Antigen-exponierten 
Standorte im ganzen Körper, wobei sie entscheiden, ob Antigen-Bestandteile in 
immunogener oder tolerogener Weise präsentiert werden. 
Erstmalig wurde die DC im Jahre 1868 von Paul Langerhans vorwiegend suprabasal 
sitzend im intraepidermalen Abschnitt der Haut beschrieben. Ihre auffällige Morphologie 
mit den lang ausgestreckten Armen, welche bis zwischen die Epithelzellen verflochten 
sind, ließen ihn die DCs fälschlicherweise den Zellen des Nervensystems zuordnen. Es 
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dauerte mehr als ein Jahrhundert, bis man diese Ansicht korrigierte und die DCs als 
Subpopulation der Leukozyten identifizierte 11.  
 
 
Abbildung 4: Immunologische Kompartimente im respiratorischen System. 
Inhalierte Antigene gelangen in der Lunge in Kontakt mit den Antigen-präsentierenden Zellen. 
Dabei dominieren in den leitenden Luftwegen die AMDC (airway mucosal DCs), während im 
Lungenparenchym ein Übermaß an AM (alveolar macrophages) herrscht, welche auf die LPDC 
(lung parenchymal DCs) einen inhibitorischen Effekt haben um die lebenswichtige 
Gasaustauschoberfläche zu schützen. AMDC und LPDC wandern anschließend zu den 
ableitenden Lypmhknoten, wo sie den unreifen T-Zellen Antigen-Peptide präsentieren. Die T-
Zellen können sich nun zu Gedächtnis-T-Zellen differenzieren. Adaptiert nach 9. 
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Im Gleichgewicht befinden sich die DCs gleichmäßig verteilt zwischen den peripheren 
Geweben und lymphatischen Organen. Eine Teilmenge von DCs zirkuliert stets im Blut. 
Um eine antimikrobielle Immunität auszulösen, müssen sich DCs einem komplexen 
Prozess von Reifung und Umwandlung von einer Antigen-erfassenden Zelle zu einer 
Antigen-präsentierenden Zelle unterziehen. Dieser Prozess beinhaltet die Umwandlung 
der Morphologie der Zelle einschließlich des Verlusts anhaftender Strukturen, die 
Neuorganisation des Zytoskeletts und den Erwerb einer hohen zellulären Motilität 12. 
Aus dem Knochenmark stammende und über das Blut in die Lunge einwandernde DCs 
sind mit speziellen Rezeptoren, sog. C-Typ Lektin-Rezeptoren und Toll-like Rezeptoren 
(TLRs), ausgestattet. Diese dienen dem Ablesen von sog. PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns) und gefährlich-erscheinenden Molekülstrukturen, welche 
durch Gewebezerstörung freigegeben werden 13. Zahlreiche Erreger in Form von 
Mikroorganismen, absterbenden Zellen sowie Zellen des angeborenen und erworbenen 
Immunsystems können so erfasst werden und DCs aktivieren 14. Die „Reifung“ der DCs 
ist verbunden mit dem Verlust der zur Endozytose befähigten Rezeptoren 15 und der 
Translokation von MHC-Molekülen, welche aufgenommene Antigen-Peptide gebunden 
haben, an die Zelloberfläche 16.  Zusätzlich werden die Sekretion von 
costimulatorischen Molekülen wie CD40, CD80 und CD86 hochreguliert 17 und 
verschiedene Zytokine exprimiert, die zwischen den angelockten Effektorzellen 
differenzieren sowie die Wanderung zu den regionalen Lymphknoten fördern 
(insbesondere Chemokinrezeptor CCR7) 18. 
Sobald die mit Antigen-Peptiden beladenen DCs zu den regionären Lymphknoten 
gelangt sind, induzieren sie dort die T-Zell-Proliferation und Bildung von Effektor-T-
Zellen [siehe Abbildung 4]. 
 
1.4 Zigarettenrauch-assoziierte Erkrankungen 
Zigarettenrauch ist die bedeutendste und ebenso vermeidbarste Ursache für Morbidität 
und Mortalität weltweit 19. Schätzungsweise versterben mehr als 5 Millionen Menschen 
jährlich an Krankheiten, die durch das Rauchen verursacht werden [siehe Tabelle 1] 20.  
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Rauchen ist der Hauptrisikofaktor für kardiovaskuläre Erkrankungen, zu denen 
Arteriosklerose, Myokardinfarkt, instabile Angina pectoris, Bluthochdruck, plötzlicher 
Herzstillstand und Schlaganfall gehören 21, 22, 23, 24. In einer klinischen Studie konnte 
gezeigt werden, dass mehr als einer von 10 kardiovaskulären Todesfällen weltweit dem 
Rauchen zuzuschreiben ist. Dies demonstriert eindrucksvoll, dass das Rauchen eine 
der wichtigsten Ursachen kardiovaskulärer Mortalität ist 25. Tabakkonsum hat auch 
zahlreiche kutane Wirkungen, von denen die meisten schädlich sind. So ist Rauchen 
eng verbunden mit Hautkrankheiten wie Psoriasis, Pustulosis palmoplantaris, 
Hidrosadenitis suppurativa und systemischem Lupus erythematodes sowie Krebsarten 
der Lippe, Mundhöhle und Anogenitalregion 26. 
Weiterhin lässt Aktiv- und Passivrauchen bewiesenermaßen das Risiko sowohl für 
Infektionen als auch invasive Krankheiten des Respirationstraktes aller Altersklassen 
steigen. Im Kindesalter ist insbesondere die Aufnahme von Passivrauch assoziiert mit 
Infektionen der oberen und unteren Atemwege wie einer akuten Otits media, 
Pneumonie oder Bronchitis 27. Durch Rauchen induzierte inflammatorische 
Atemwegsreaktionen und die Steigerung der Schleimproduktion weisen darauf hin, 
dass eine Abhängigkeit zwischen der Prävalenz einer chronischen Bronchitis und den 
Pack Years des Patienten besteht 28. Ebenso konnte in Tierversuchen bestätigt werden, 
dass Asthma und Atopien durch oxidativen Stress und den durch Tabakrauch 
verursachten Schaden der Bronchialschleimhaut, welcher eine tiefere Allergen-
Penetration ermöglicht, mit verursacht werden 29.  
Zigarettenrauch beinhaltet ca. 4000 Chemikalien, von denen 250 Substanzen eine 
gesundheitsgefährdende Wirkung zugeschrieben werden konnte und wenigstens 50 
kanzerogen wirken 30. Die potentesten Kanzerogene des Zigarettenrauchs sind 
Nitrosamine, welche die DNA-Struktur verändern und so Mutationen hervorrufen, die zu 
verschiedenen Karzinomformen führen können [siehe Tabelle 1]. Hervorzuheben ist 
hier insbesondere das Bronchialkarzinom. Dieses ist aktuell die häufigste 
Krebserkrankung beider Geschlechter in Deutschland 31, 32. 
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Tabelle 1: Durch Rauchen verursachte oder aggravierte Erkrankungen. 
 Erkrankungen 
 
Augen Katarakt 33 
 
Zähne Parodontitis 34 
 
Atemwege 








Koronare Herzerkrankungen (Myokardinfarkt) 24 
Zerebrovaskukläre Erkrankungen (Schlaganfall) 23 
Bauchaortenaneurysma 38 




Lupus erythematodes 26 
Hidrosadenitis suppurativa 26 
















Diabetes mellitus 40 
Osteoporose 41 
Impotenz, Unfruchtbarkeit 39 
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Eine der wichtigsten Rauch-assoziierten Erkrankungen ist die chronisch obstruktive 
Lungenerkrankung (COPD). Noch 1990 wurden die durch COPD bedingten Todesfälle 
weltweit auf 2,2 Millionen geschätzt und die Lungenerkrankung rangierte auf Platz 6 der 
am häufigsten zum Tode führenden Krankheiten. Bereits 2020 wird nach Schätzungen 
die Anzahl der Todesfälle auf 3,5 Millionen steigen und die COPD in der Rangliste 
Platz 3 einnehmen 42. Für 2030 wird prognostiziert, dass die COPD auf Platz 4 der 
häufigsten Krankheiten weltweit zu finden sein wird 43. 
 
1.5 Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) 
1.5.1 Definition und Epidemiologie 
Die COPD ist ein Sammelbegriff für eine Gruppe von Erkrankungen der Lunge, die zu 
Atemnot, chronischem Husten und Auswurf führen. Sie ist definiert durch einen Tiffe-
neau-Index [FEV1/FVC] < 70% und das Vorliegen einer nicht voll reversiblen, chroni-
schen Atemwegsobstruktion, typischer Risikofaktoren (wie z.B. Zigarettenrauch oder 
Exposition mit Rauch in Innenräumen) und einer typischen Symptomatik (vor allem ei-
ner über viele Jahre langsam zunehmenden Belastungsluftnot) 44 [siehe Abbildung 5]. 
 
Abbildung 5: Wege zur Diagnose einer chronisch obstruktiven Lungenerkrankung. 
Die Grafik ist entnommen aus 44. 
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In den aktuellen Empfehlungen der Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Dise-
ase (GOLD) wird eine Schweregradeinteilung empfohlen, welche sowohl lungenfunktio-
nelle (spirometrische) Aspekte enthält als auch die Symptomatik (Ausmaß der Belas-
tungsluftnot und Anzahl der Exazerbationen) abbildet [siehe Abbildung 6]. 
 
 
Abbildung 6: Klassifikation der COPD nach GOLD mit modifiziertem ABCD-
Bewertungsinstrument. Die Grafik ist entnommen aus 44. 
 
Bei der spirometrischen Schweregradeinteilung ist nicht der Tiffeneau-Index 
(FEV1/FVC), sondern die FEV1 maßgebend, da diese ein „Summations-Parameter“ aus 
Obstruktion und Pseudo-Restriktion durch das Emphysem darstellt. 
Die COPD ist eine vermeidbare und behandelbare Erkrankung, die eine große medizi-
nische und wirtschaftliche Bedeutung hat 45. Ihre Prävalenz steigt mit dem Alter der Pa-
tienten und der Intensität des Zigarettenkonsums und kann so in Abhängigkeit von der 
Zusammensetzung der Population von 25% bis 50% variieren 46. Die meisten Fälle mit 
einer nicht diagnostizierten COPD sind milde Formen in einem frühen Stadium der Er-
krankung. Näherungsweise 95% der Erkrankungen im Stadium I und 80% im Stadium II 
bleiben unentdeckt 47. 
Weltweit betrifft die COPD 9,8% der Männer und 5,6% der Frauen 48, sie ist damit ge-
genwärtig die vierthäufigste Todesursache. Für die nahe Zukunft ist ein weiterer Anstieg 
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von Prävalenz, Morbidität und Mortalität zu erwarten, so dass die COPD im Jahr 2020 
unter den häufigsten Todesursachen auf den dritten Platz vorrücken wird 49. 
 
1.5.2 Pathophysiologie 
Die COPD entsteht durch ein komplexes Zusammenspiel verschiedener 
pathophysiologischer Phänomene, die letztendlich zu einer chronischen Obstruktion 
des exspiratorischen Luftstroms und progredienten Destruktion des Lungenparenchyms 
führen. Sie spielen sich in den proximalen und peripheren Atemwegen, dem 
Lungenparenchym und pulmonalen Blutgefäßen ab. Die pathologische Entwicklung 
umfasst dabei eine chronische Inflammation mit einem Anstieg spezifischer 
Entzündungszellen in den unterschiedlichen Lungenkompartimenten und strukturelle 
Veränderungen resultierend aus wiederholter Verletzung und Reparatur des 
Gewebes 50. 
Die COPD manifestiert sich in einer chronischen Atemwegsobstruktion und einem 
Lungenemphysem.  
Das Lungengewebe bei Patienten mit einer chronischen Bronchitis weist verdickte 
Bronchialwände und die Verlegung des Atemlumens durch vermehrte 
Schleimhautexsudate und  mucopurolente Ablagerungen auf. Mikroskopisch findet man 
dementsprechend eine Hyperplasie von Becherzellen und subepithelialen mukösen 
Drüsen, eine peribronchiale Fibrosierung und Hypertrophie der glatten Muskulatur 
sowie Verdickung der subepithelialen Basalmembran. Ebenso kann eine chronisch 
inflammatorische Infiltration oder auch eine Plattenepithelmetaplasie vorhanden sein 51. 
Ein durch Schadstoffe und Entzündungsreaktion induziertes Protease-Antiprotease-
Ungleichgewicht kann zur Zerstörung von Alveolarsepten und damit zur Ausbildung 
eines Lungenemphysems führen. 
Es gibt verschiedene Typen des Emphysems, welche die Destruktion der Alveolarwand 
mit dem Resultat der Erweiterung der Atemwege distal der terminalen Bronchioli 
gemeinsam haben. Das zentrilobuläre Emphysem wird am häufigsten mit 
Zigarettenrauch-Exposition in Verbindung gebracht und entwickelt sich typischerweise 
aus einer chronisch obstruktiven Bronchitis. Dieser Typ ist vorwiegend im Oberlappen 
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der Lunge zu finden und betrifft zunächst die Bronchioli respiratorii, später auch die 
Bronchioli terminales und Azini 52.  
Analysen von Zellkulturen aus den Alveolen und kleinen Atemwegen zeigen einen 
Anstieg aller Zelltypen, die in der Pathophysiologie der COPD von Bedeutung sind, 
einschließlich Makrophagen, T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Neutrophile 
Granulozyten 53. 
Extrazelluläre Signalproteine, sogenannte Zytokine, fungieren als Mediatoren zwischen 
den Zellen und können so immunologische Reaktionen koordinieren. Eine erhöhte 
Menge proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin (IL)-8, IL-6, IL-1 und 
Turmornekrosefaktor α und das antiinflammatorische Zytokin IL-10 konnten im Sputum 
von Rauchern mit einer COPD nachgewiesen werden 54. Neutrophile Granulozyten 
werden beispielsweise durch Chemokine, insbesondere IL-8, angelockt, was sie 
veranlasst, in den respiratorischen Trakt einzuwandern. Dort sezernieren sie 
Serinproteasen, wozu die Neutrophile Elastase (NE), Katepsin G und Proteinase-3 
gehören. Diese fördern die Schleimproduktion und tragen vermutlich zur 
Alveolardestruktion bei 55.  
James C. Hogg konnte in seiner Studie von 2004 den Zusammenhang zwischen dem 
Schweregrad der COPD und der Anzahl der Lymphfollikel, bedingt durch Infiltration der 
Bronchienwand durch Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems, nach-
weisen 56. Vorhergehende Berichte zeigen ebenso, dass B-Zellen, CD4- und CD8-
Lymphozyten im Gewebe der kleinen Atemwege vorhanden sind und dass deren An-
stieg verbunden ist mit einem Abfall der FEV1. Aus dem Anstieg der Lymphozyten resul-
tiert eine Vergrößerung des Atemwegs-assoziierten lymphatischen Gewebes (engl. 
Bronchus-Associated Lymphoid Tissue, BALT) [siehe Abbildung 7]. In Abhängigkeit 
vom spirometrischen GOLD-Stadium ist diese BALT-Vermehrung in unterschiedlich 
starker Ausprägung nachweisbar 57.  
Die genauen Ursachen für die Vergrößerung des BALT bzw. der lokalen Lymphfollikel 
bei der COPD sind jedoch bis heute nicht endgültig erforscht. Eine mögliche Erklärung 
liefern die in der Studie von K. Bratke 2008 erhobenen Daten. Demnach könnte eine 
ursächlich durch Zigarettenrauch verminderte Expression des Chemokinrezeptor-7 
(CCR7) auf myeloiden dendritischen Zellen (mDCs) ein wichtiger Stimulus für eine Ex-
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pansion des BALT bzw. lokaler Lymphknoten sein. Die durch CCR-7-Suppression be-
dingte verminderte Abwanderung von aktivierten mDCs in die mediastinalen Lymphkno-
ten könnte zu einer Akkumulation von mDCs in der Bronchialwand und somit zur Bil-
dung von lokalen Lymphfollikeln beitragen 58.  
 
 
Abbildung 7: Pathologische Befunde bei Patienten mit COPD 
Bild A zeigt eine Ansammlung von lymphatischem Gewebe, das einen Lymphfollikel mit 
Keimzentrum (K) beinhaltet, in den kleinen Atemwegen, umgeben von zahlreichen dunkel 
gefärbten Lymphozyten in der Schleimhaut. Im Bild B ist ein anderer Follikel abgebildet, dessen 
Keimzentrum vor allem gefärbte B-Lymphozyten beinhaltet und  bei dem in Bild C CD4-Zellen 
mit einer spezifischen Färbung  hervorgehoben sind. Diese sind um den Follikel herum und in 
der Atemwegswand angeordnet. Bild D zeigt einen histologischen Schnitt eines kleinen 
Atemweges mit Bindegewebsumbau im subepithelialen Kompartiment und in der Adventitia. Der 
Pfeil zeigt auf die glatte Muskulatur, die die subepitheliale Schicht und die Adventitia 
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1.6 Myeloide dendritische Zellen 
Dendritische Zellen sind Schlüsselkoordinatoren der Immunantwort. Sie dirigieren die 
Entscheidung zwischen Toleranz und Immunität. Basierend auf Phänotyp, Lokalisation 
und Funktion werden verschiedene Subpopulationen differenziert. Zu den wichtigsten 
Subpopulationen gehören neben den plasmazytoiden DCs (pDCs), die sich aus 
lymphozytären Vorläuferzellen entwickeln, die myeloiden DCs (mDCs). Diese stammen 
ebenso wie die pDCs von CD34-positiven hämatopoetischen Stammzellen des 
Knochenmarks ab, entwickeln sich jedoch unter dem Einfluss des Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktors (GM-CSF) und dem Flt-3 Liganden über 
monozytäre Vorläuferzellen zu mDCs 59. 
DCs definieren sich über die unterschiedliche Expression einer Vielfalt von 
Oberflächenmarkern. Zwar fehlen bei den DCs die klassischen Marker von 
Lymphozyten, Granulozyten und NK-Zellen (CD3, CD19, CD14, CD20 und CD56), 
dafür zeigen sie eine deutliche Ausbildung des MHC-II-Komplexes oder auch HLA-DR 
(engl. human leukocyte antigen-DR) 60. Myeloide DCs weisen zusätzlich die spezifische 
Expression der myeloiden Marker CD11c, CD13 und CD33 auf [siehe Tabelle 2] 61. 
Oftmals als eigenständige Subtypen der DCs klassifizierte Langerhans-Zellen und 
intraepitheliale DCs werden mittlerweile der Gruppe der mDCs zugeordnet 62. Einen 
singulären Oberflächenmarker, der mDCs definieren würde, gibt es nicht. Vielmehr 
werden heute mDCs durch die Abwesenheit von Markern der Lypmphozyten, 
Granulozyten und NK-Zellen (lineage-cell-markers) und der starken Expression von 
HLA-DR und CD11c definiert. Bestimmte mDC-Subtypen sind durch weitere Marker 
definiert (wie z.B. Langerhans-Zellen durch den Marker Langerin oder CD1a). 
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Tabelle 2: Oberflächenmarker bei mDCs. Adaptiert nach 63. 
Marker Ausprägungsgrad Funktion 
 
CD1a + Lipid-bindendes Antigen auf APC 
CD1c (BDCA-1) ++ Antigenpräsentation 
CD4 + Corezeptor von MHC-II auf T-Tellen, Antigenerkennung 
CD11a ++ Zelluläre Adhäsion und kostimulatorische Wirkung 
CD11c ++ Transmembranprotein, Aktivierung, Chemotaxis 
CD13 ++ Antigenerkennung 
CD31 ++ Zelladhäsion 
CD33 ++ bindet N-Acetylneuraminsäure 
CD36 + Aufnahme von Cholesterinester, freien Fettsäuren und Kollagen 
CD40 ++ Aktivierung 
CD45RO ++ Tyrosinphosphatase, mit starker Assoziation zum T-Zell-Rezeptor 
CD45RA - Tyrosinphosphatase, mit geringer Assoziation zum T-Zell-Rezeptor 
CD54 ++ Adhäsion 
CD123 ± Interleukin-3-Rezeptor 
CCR5 ++ Chemotaxis 
CXCR3 - Aktivierung, reguliert Leukozytenmigration 
ILT1 ++ Erkennung von kranken Zellen 
ILT3 ++ Erkennung von kranken Zellen 
MHC II ++ Antigenpräsentation 
Ausprägungsgrad der Markerexpression: - abwesend, ± niedrig, + mittel, ++ hoch 
 
Unreife mDCs sind durch ihre kontinuierliche endozytotische Aktivität gekennzeichnet 64 
und sondieren ihre Umgebung in den peripheren Geweben ständig nach Antigenen 65. 
Verschiedene Stimuli wie Wachstumsfaktoren, inflammatorische Zytokine oder auch 
chemisch-physikalische Noxen können eine Induktion des Transkriptionsfaktors NF-κB 
bewirken und so die Ausreifung von mDCs veranlassen 66. Über die Rezeptoren TLR2 
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und TLR4, die über Signaltransduktionswege ebenfalls den Transkriptionsfaktor 
induzieren, können Lipopolysaccharide (LPS) sowie bakterielle Zellkomponenten mDCs 
aktivieren 67, 68. NF-κB beeinflusst die Transkription von Genen, die u.a. an 
angeborenen und adaptiven Immunantworten 69, Entzündungsreaktionen 70 und 
Aktivierung bzw. Reifung von Zellen beteiligt sind 71. Weiterhin lassen sich der 
Mannose-Rezeptor, DEC-205, und Rezeptoren für die Fc-Domäne von 
Immunglobulinen nachweisen 72. Über diese können Antigene in Endosomen 
aufgenommen und der Denaturierung durch Proteasen sowie der Prozessierung 
zugeführt werden 73. Die entstandenen Peptide werden anschließend auf MHC-
Moleküle geladen und an der Oberfläche präsentiert 63. Während der Reifung 
durchlaufen die mDCs strukturelle und funktionelle Veränderungen. Demnach stellen 
sie die Expression von Molekülen zur Antigenerkennung und -aufnahme ein, regulieren 
die Neusynthese von MHC-II-Molekülen herunter und bilden durch Akkumulation des 
Aktinbündelungsproteins Fascin dendritische Fortsätze aus 74, 75. Während ihrer 
Aktivierung und Reifung sezernieren mDCs verschiedene Zytokine, die vielfältige Rollen 
bei der Immunantwort übernehmen. Reife mDCs wandern unter Wirkung des CCR7 in 
die lymphatischen Organe, regulieren kostimulatorische Moleküle (u.a. CD40, CD80, 
CD86, OX40-Ligand, 4-1BB-Ligand) hoch und präsentieren aufgenommene Antigene 
über MHC-Moleküle, wodurch sie eine CD4- und CD8-T-Zell-Antwort veranlassen 
können 76. 
Ein geringer Anteil der mDCs erlangt im Gleichgewichtszustand des Körpers eine 
Teilaktivität und migriert in sekundäre lymphatische Organe. Charakteristisch für diese 
Spontanmigration sind mDCs mit einer starken Expression von MHC-II und 
kostimulatorischen Molekülen, die jedoch keine für eine effektive T-Zell-Aktivierung 
notwendigen proinflammatorischen Zytokine sezernieren 77. Aufgrund ihres spezifischen 
tolerogenen Phänotyps sind diese mDCs auch unter nichtinflammatorischen 
Bedingungen in der Lage, in autoreaktiven T-Zellen Apoptose, Anergie oder einen 
regulatorischen Status zu induzieren 78. 
Zusammenfassend lässt sich die Aussage treffen, dass mDCs als potenteste APCs 
sowohl bei proinflammatorischen Immunantworten als auch bei der Induktion der 
immunologischen Toleranz eine zentrale Rolle spielen. 
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1.6.1 mDCs bei Rauchern und Patienten mit COPD 
Zigarettenrauch beeinflusst signifikant die Funktion dendritischer Zellen. Direkte 
Rauchexposition führt zu einer sofortigen und selektiven Rekrutierung von mDCs in die 
menschlichen Atemwege 22. Aktivierte dendritische Zellen induzieren die adaptive 
Immunantwort und bewirken somit über T-Helferzellen, CD4+ und CD8+ T-Zellen und 
B-Zell-Antwort eine Entwicklung lymphoider Follikel infolge einer chronischen 
Entzündungsreaktion 79. 
R. Vassallo et al. konnte in seiner Studie von 2010 zeigen, dass es zu einer 
Ansammlung von reifen mDCs (definiert als CD83+) und DCs vom Langerhans-Typ 
(definiert als CD1a+) im Lungengewebe von COPD-Erkrankten kommt. Zigarettenrauch 
steigert dabei nachweislich das Überleben der DCs 80. Das Profil der Funktions-
assoziierten Oberflächenmoleküle auf mDCs in den Atemwegen bei Rauchern und 
Nichtrauchern wurde von Bratke et al. mittels Vierfarben-Durchflusszytometrie in der 
BALF analysiert. Es wurde eine 7-fache Zunahme der Gesamtzellzahlen in der BALF 
bei Rauchern, verglichen mit Nierauchern, festgestellt. Weiterhin gab es eine starke 
Zunahme in der Expression von Langerin und CD1a (Marker von Langerhans-Zellen) 
auf mDCs bei der Population der Raucher. Darüber hinaus wurde eine stärkere 
Expression der co-stimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 auf mDCs der Raucher 
beobachtet. Eine verminderte Expression hingegen wiesen die mDCs von Rauchern 
beim Lymphknoten-Homing-Rezeptor CCR7 auf, was mit der Atemwegsobstruktion und 
Überblähung bei Rauchern korreliert 58.  
Auch bei Patienten mit COPD wurde eine Akkumulation von Langerhans-Zellen in den 
kleinen Atemwegen gezeigt 81. 
Auch in der immunhistochemischen Studie von Liao et al. von 2015 fand sich bei 
Patienten mit COPD eine deutlich erhöhte Anzahl von CD1a+ DCs und eine 
verminderte Expression von CCR7+ und CD83+ mRNA. Daraus lässt sich ein 
reduziertes Migrationspotential von mDCs in die Lymphknoten ableiten, was wiederum 
eine übermäßige lokale adaptive Immunantwort auslösen kann und somit ein 
Schlüsselelement in der Pathogenese der COPD darstellt 82. 
Unabhängig vom Rauchstatus findet sich bei Patienten mit COPD eine stark reduzierte 
Expression des Chemokin-Rezeptors CCR5, welcher auch für die Erkennung von 
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mikrobiellen Strukturen wichtig ist, auf mDCs, was die DC-Interaktionen mit mikrobiellen 
Antigenen behindern könnte 83. 
Somit scheint bei Patienten mit COPD eine Dysfunktion der mDCs vorzuliegen, welche 
zur Pathophysiologie der Erkrankung wesentlich beiträgt 84. 
 
1.7 Fazit und Fragestellung 
Rauchen ist der bekannteste Risikofaktor für die Entwicklung von entzündlichen Lun-
generkrankungen wie der COPD 85. Es gibt immer mehr Hinweise auf eine pathologi-
sche Anhäufung und Aktivierung von mDCs in der Lunge bei Patienten mit COPD. Es 
ist davon auszugehen, dass mDCs als Antigen-präsentierende Zellen und der damit 
verbundenen Steuerung pulmonaler Immunreaktionen eine zentrale pathogenetische 
Rolle im Krankheitsbild der COPD spielen 79. Am Universitätsklinikum Rostock konnte 
durch die von Dr. K. Bratke und Prof. Dr. M. Lommatzsch entwickelte Methode zur 
Quantifizierung und Charakterisierung von DCs in der humanen BALF eine detailliertere 
Beschreibung Funktions-assoziierter Oberflächenmoleküle von mDCs in den Atemwe-
gen von Rauchern und Nichtrauchern erfolgen 58, 86, 87. 
Bisher gibt es umfangreiche Hinweise, dass inhalative Corticosteroide (ICS), welche 
eine zentrale Rolle in der Therapie von Asthma spielen, einen Einfluss auf Atemwegs-
DCs bei Patienten mit allergischem Asthma und allergischer Rhinitis haben 88, 89, 90.  
Die Rolle der ICS in der Therapie der COPD ist jedoch umstritten. Zudem liegen derzeit 
keine Informationen über die Wirkung der ICS auf Atemwegs-DCs bei Zigarettenrau-
chern mit oder ohne Rauch-bezogene Lungenerkrankungen vor. Vor diesem Hinter-
grund war es das Ziel der Studie, erstmalig den Einfluss von ICS, entweder als alleinige 
Gabe oder in Kombination mit langwirksamen Beta-2-Mimetika (LABA), auf mDCs in 
den Atemwegen von Rauchern mit COPD im spirometrischen Stadium 0 oder 1 nach 
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Folgende konkrete Fragestellungen sollen in der Dissertationsschrift behandelt werden: 
 
1. Gibt es Unterschiede in der Anzahl der mDCs in der BALF von Rauchern, die mit 
einem inhalativen Steroid (Fluticason), einer Kombination aus einen inhalativen 
Steroid und einem LABA (Fluticason+Salmeterol) oder Placebo behandelt 
wurden? 
 
2. Ist ein Einfluss der verschiedenen Medikationen in den drei Studiengruppen auf 
die exprimierten Oberflächenmarker der mDCs in der BALF zu beobachten? 
 
3. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Anzahl der mDCs in der BALF und 
der Gesamtanzahl der Probanden, die mit einem inhalativen Steroid (Fluticason 
oder Fluticason+Salmeterol) behandelt wurden, im Vergleich zu den Probanden, 
die ein Placebo einnahmen? 
 
Zur Klärung dieser Fragen wurde eine prospektive, randomisierte, doppelblinde, 
placebokontrollierte Studie durchgeführt, deren Design, Durchführung und Ergebnisse 
in der vorliegenden Promotionsarbeit dargestellt werden. 
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2 Material und Methoden  
2.1 Probanden  
Potentielle Probanden wurden durch öffentliche Aushänge in Rostock sowie zwei 
Zeitungsanzeigen im „Warnow Kurier“ Rostock im Zeitraum von September 2008 bis 
Juli 2009 auf die klinische Studie der Abteilung für Pneumologie an der Universität 
Rostock aufmerksam gemacht. Interessenten meldeten sich telefonisch oder per 
E-Mail. Telefonisch erfolgte dann neben der Erläuterung der klinischen Studie die 
Überprüfung der Ein- und Ausschlusskriterien. Um eine ausreichende Bedenkzeit zu 
gewährleisten, wurde den Teilnehmern mindestens 2 Wochen vor Studienbeginn eine 
ausführliche Probandeninformation per Post zugesandt. 
 
Für die Probanden galten folgende Einschlusskriterien: 
 Männer im Alter zwischen 30 – 60 Jahren 
  Raucheranamnese über mindestens 15 Jahre 
 Aktives Rauchen, im Durchschnitt mindestens 10 Zigaretten pro Tag 
 Vorliegen der schriftlichen Einverständniserklärung 
 
Folgende Ausschlusskriterien galten für alle Studienteilnehmer: 
 Jede Art von akuten und chronischen Erkrankungen (außer COPD oder 
Hypertonus)  
 Regelmäßige Einnahme oder Inhalation von Medikamenten (außer 
Antihypertensiva) 
 Nachweis einer FEV1 (forciertes exspiratorisches Volumen in der ersten 
Sekunde) von < 80% vom Soll in der Bodyplethysmographie 
 Nachweis einer Sauerstoffsättigung von < 90% in der Pulsoxymetrie 
 Asthma bronchiale (gesicherte Diagnose oder Angabe von typischen 
Symptomen) 
 Teilnahme an einer anderen klinischen Studie in den letzten 60 Tagen 
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 Umstände, die eine regelmäßige Einnahme der Studienmedikation 
unwahrscheinlich erscheinen lassen (z.B. mangelnde Compliance, Probleme 
beim Umgang mit dem Diskus) 
 Akute Infektion der unteren Atemwege in der Woche vor Beginn der Studie 
 Allergie gegen Lidocain (Lokalanästhetikum für die Bronchoskopie) 
 Bekannte Unverträglichkeit gegenüber einer der Studienmedikationen 
 
Jeder der Teilnehmer unterzeichnete eine Einverständniserklärung und willigte damit in 
die Teilnahme an der klinischen Studie ein.  
Die Studie wurde entsprechend den Richtlinien der Good Clinical Practice 
(CPMP/ICH/135/35) und dem Arzneimittelgesetz (AMG) durchgeführt. Erst nach Vorla-
ge eines positiven Votums der zuständigen Ethikkommission (Mecklenburg-
Vorpommern) und der Genehmigung des Bundesinstituts für Arzneimittel und Medizin-
produkte (BfArM) wurde die Studie begonnen [siehe Abbildung 8 und Abbildung 9].  
Die Studie begann am 18.05.2009 und endete am 21.09.2009.
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Abbildung 8: Genehmigung des BfArM, Seite 1. 
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Abbildung 9: Genehmigung des BfArM, Seite 2.  
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2.2 Ablauf der Studie 
Einen Überblick zum Ablauf der Studie gibt Abbildung 10. Die Durchführung der 
klinischen Studie fand für alle Studienteilnehmer in der Zeit von 8 Uhr bis 12 Uhr 
vormittags statt. Dabei erfolgte zu Beginn die Aufklärung des potentiellen 
Studienteilnehmers in einem persönlichen Gespräch unter Verwendung der schriftlichen 
„Information für Studienteilnehmer“ (7.5). Insbesondere wurden die potentiellen 
Studienteilnehmer über die Weitergabe ihrer pseudonymisierten Daten im Rahmen der 
Dokumentations- und Mitteilungspflichten nach § 12 und § 13 GCP-V (Good Clinical 
Practice/Gute Klinische Praxis-Verordnung) an die dort genannten Empfänger 
aufgeklärt. Betroffene Personen, die der Weitergabe nicht zustimmten, wurden nicht in 
die klinische Prüfung eingeschlossen. 
Durch eine gründliche Anamneseerhebung, welche die Dokumentation von 
persönlichen Daten, chronischen Erkrankungen, Allergien, der aktuellen Medikation und 
des Rauchverhaltens beinhaltete, und eine orientierende klinische Untersuchung 
wurden die Ein- und Ausschlusskriterien überprüft.  
Mit dem Erfüllen der Ein- und Ausschlusskriterien sowie dem Vorliegen der schriftlichen 
Einverständniserklärung erfolgte die Aufnahme des Probanden in die klinische Studie.   
 
Folgende  Untersuchungen bzw. Vorbereitungen schlossen sich an: 
 
2.5 Bodyplethysmographie        
2.6 Körperliche Untersuchung 
2.7 Anlage eines peripheren Venenzuganges mit Blutentnahme 
2.8 Pulsoxymetrie 
2.9 Bronchoskopie mit Bronchoalveolärer Lavage (BAL) und  
klinische Überwachung über 30 min. nach Bronchoskopie 
  
Material und Methoden  29 
  
 
Abbildung 10: Studiendesign laut Studienprüfplan (7.4). 
 
2.3 Studienmedikation 
Mit Aufnahme des Studienteilnehmers in die Studie bekam dieser eine Studiennummer 
und dementsprechend die Studienmedikation zugewiesen. Diese Zuweisung der 
Studiennummer erfolgte fortlaufend entsprechend dem Studieneinschluss. Der erste in 
die Studie aufgenommene Teilnehmer erhielt die Studien-Nummer 1 und somit die 
Studienmedikation, die  mit der Nummer 1 bezeichnet ist. Der nachfolgende in die 
Studie aufgenommene Teilnehmer erhielt die Studiennummer 2 und die 
Studienmedikation mit der Ziffer 2 usw. 
Es wurden 45 Studienteilnehmer eingeschlossen, wobei jeweils 15 Teilnehmer eine der 
drei Studienmedikationen Placebo (P), Fluticasone (F, entsprechend dem 
kommerziellen Präparat Flutide ®) oder der Kombination von Salmeterol/Fluticasone 
(F+S, entsprechend dem kommerziellen Präparat Viani ®) erhielten. 
Die Verteilung der 3 Studienmedikationen auf die Ziffern 1 - 45 erfolgte zuvor entspre-
chend einer Randomisierungsliste [siehe Tabelle 3], die durch Prof. Kundt (Institut für 
Biostatistik und Informatik in Medizin und Alternsforschung, Universität Rostock) erstellt 
wurde. Die Wirkstoffe werden in Folge mit P, F oder F+S bezeichnet. 
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Tabelle 3: Randomisierungsliste der Probanden (Erstellung durch Prof. Kundt, während der 
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Die Studienteilnehmer inhalierten nach der Anfangsuntersuchung über einen Zeitraum 
von jeweils 28 Tagen täglich jeweils morgens und abends die Studienmedikation über 
einen Diskus [siehe Abbildung 11]. 
 
 
Abbildung 11: Beispieldiskus mit Studienmedikation zur Inhalation. 
 
Über den Diskus wurde entweder Placebo oder Fluticason oder Fluticason+Salmeterol 
inhaliert. Die verwendeten Inhalativa (Fluticason bzw. Fluticason+Salmeterol) sind zur 
Therapie der COPD zugelassen91. 
Die Fertig-Prüfpräparate (einschließlich Placebo) wurden von dem Hersteller 
(GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG) hergestellt und freigegeben. Die Verblindung und 
Nummerierung der Inhalatoren erfolgte durch GSK anhand der Randomisierungsliste 
von Prof. Kundt, entsprechend den gesetzlichen Anforderungen nach AMG §10 und 
GCP-V §5.  
 
2.3.1 Fluticason (F, Flutide ® 250 µg Diskus ®)  
Flutide ® 250 Diskus ist ein für die Therapie des Asthma bronchiale oder der COPD 
zugelassenes Arzneimittel (Zulassungsinhaber GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG). Eine 
Einzeldosis mit 12,5 mg Pulver von Flutide® 250 Diskus enthält 250 µg 
Fluticasonpropionat. Fluticason ist ein Glucocorticoid. Folgende Nebenwirkungen, die 
nicht unter Placebo auftraten, sind für Flutide® beschrieben: häufig (bei 1 - 10% der 
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Patienten) Irritationen im Rachenraum, Husten, Heiserkeit, Verletzlichkeit der Haut (bei 
Langzeitstudien), Soorbefall der Mund- und Rachenschleimhaut, Pneumonien; selten 
(bei 0,1 - 1% der Patienten) Hautausschlag, Urtikaria, Juckreiz, Überempfindlichkeits-
Reaktionen. 
 
2.3.2 Fluticason+Salmeterol (F+S, Viani ® 50 µg / 250 µg Diskus ®) 
Viani ® 50 µg / 250 µg ist ein für die Therapie des Asthma bronchiale oder der COPD 
zugelassenes Arzneimittel (Zulassungsinhaber GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG). Je-
de Einzeldosis von Viani ® 50 µg / 250 µg enthält 50 µg Salmeterol (als Salmeterolxina-
foat) und 250 µg Fluticasonpropionat. Salmeterol ist ein langwirksames Beta-2-
Mimetikum, auch LABA genannt (long-acting beta-receptor agonist). Folgende Neben-
wirkungen, die nicht unter Placebo auftraten, sind für Viani® beschrieben: häufig (bei 
1 - 10% der Patienten) Soorbefall im Mund- und Rachenraum, Tremor, Palpitationen, 
Irritation der Rachenschleimhaut, Heiserkeit/Dysphonie, Muskelkrämpfe, Hypokaliämie; 
selten (bei 0,1 - 1% der Patienten) Überempfindlichkeitsreaktionen mit Hautbeteiligung 
und Tachykardie. 
 
2.3.3 Placebo (P) 
Als Placebo wurde ein durch den Hersteller der beiden anderen Studienmedikationen 
entworfener Diskus mit dem gleichen Aussehen und den gleichen Hilfsstoffen ohne die 
spezifischen Wirkstoffe fabriziert. 
 
2.4 Randomisierung, Verblindung und Entblindung  
Eine Randomisierungsliste [siehe Tabelle 3], die die zufällige Verteilung der einzelnen 
Studienmedikationen auf die Probandennummern 1 - 45 sicherstellt, wurde durch den 
verantwortlichen Biometriker Prof. Dr. Günther Kundt erstellt. Anhand dieser 
Randomisierungsliste wurde die Studienmedikation mit den Ziffern 1 - 45 beschriftet. 
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Diese Beschriftung der Prüfpräparate mit der Probandennummer (und somit der 
zugeordneten  Studienmedikationsnummer) stellt einen Identifizierungscode 
entsprechend GCP-V §5 dar.  
Weder die Prüfärzte noch die Studienteilnehmer waren über die Zuordnung der 
einzelnen Studienmedikationen zu den Studienmedikationsnummern informiert, somit 
handelt es sich um eine doppelblinde, randomisierte Studie. Alle Studienteilnehmer 
erhielten identisch aussehende Diski, so dass keine Rückschlüsse auf die jeweilige 
Studienmedikation möglich waren. Die Randomisierungsliste [siehe Tabelle 3] war nur 
dem Hersteller und dem Biometriker zugänglich.  
Mit der Studienmedikation wurden ebenfalls 45 einzeln verschlossene, fortlaufend mit 
den Studiennummern 1 bis 45 bezeichnete Umschläge an das Studienzentrum 
übermittelt, in denen die zu der Studiennummer zugehörige Studienmedikation 
unverschlüsselt niedergelegt wurde. Wenn im weiteren Verlauf während der 
Studienphase eine Entblindung der Studienmedikation beim Auftreten von SAE (serious 
adverse event: schwerwiegende Nebenwirkung) oder für die weitere Therapie des 
Studienteilnehmers notwendig geworden wäre, wäre nur der Umschlag mit der 
entsprechenden Studiennummer zu öffnen gewesen. Dieses wäre mit Grund des 
Öffnens, Datum, Uhrzeit und Namen des Öffnenden zu dokumentieren gewesen.  Ein 
entsprechender Fall ist jedoch nicht eingetreten. 
Nach Abschluss der Studienphase und vor Beginn der statistischen Auswertung erfolgte 
durch den Biometriker anhand der von ihm erstellten Randomisierungsliste die 




1. Bodyplethysmograph mit Auswertungssoftware [JAEGER, Würzburg, D] 
2. Mundstück und Nasenklemme    [JAEGER, Würzburg, D] 
Material und Methoden  34 
  
2.5.2 Methode 
Die Bodyplethysmographie ist eine Untersuchung zur Messung dynamischer und 
statischer Lungenparameter. Es steht ein modernes Messgerät (Masterscreen, Fa. 
Jäger-Viasys, Masterscreen, Höchberg, Deutschland) [siehe Abbildung 12] und 
geschultes Assistenzpersonal zur Verfügung. Diese Methode erlaubt neben der 
Erfassung dynamischer Parameter mit großer Sensitivität eine Bestimmung des 
Atemwegswiderstandes und statischer Lungenvolumina (inklusive der 
Residualkapazität und der totalen Lungenkapazität) und stellt gegenwärtig die 
umfassendste Methode zur Erfassung der Lungenfunktion dar. Für die Messung der 
Atemstromstärke ist der Patient an einen Pneumotachographen (über Mundstück) 
angeschlossen. Durch die Änderung seines Körpervolumens während der Atmung 
kommt es zu Druckveränderungen in der Kammer, die aufgezeichnet werden. Man 
erhält ein Druck-Strömungsdiagramm, welches über das Verhalten des 
Strömungswiderstandes während eines gesamten Atemzyklus genauere Aussagen 
erlaubt, als es mit den sonstigen Methoden möglich ist. Teil der 
bodyplethysmographischen Messungen ist auch eine einfache Spirometrie. Mit dieser 
Methode werden die mobilisierbaren Lungenvolumina (z.B. die forcierte exspiratorische 
Vitalkapazität in der ersten Sekunde, FEV1) und die Strömungsgeschwindigkeiten 
erfasst.  
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Abbildung 12: Plethysmograph der Fa. Jaeger. 
2.5.3 Durchführung 
Der Proband sitzt in bequemer aber aufrechter Haltung in der luftdicht abschließbaren 
Kammer des Bodyplethysmographen. Nach einigen Minuten der Gewöhnung sowie der 
Erläuterung des nun folgenden Ablaufs wird der Proband gebeten das Mundstück des 
Pneumotachographen in den Mund zu nehmen und vollständig mit den Lippen zu 
umschließen. Anschließend wird ihm die Nase mittels einer Nasenklemme 
verschlossen. Nach dem Schließen der Tür wird mit den Messungen begonnen und der 
Proband dazu aufgefordert gleichmäßig über das Mundstück ein- und auszuatmen. Ein- 
und Ausatmung erfordern durch eine Druckdifferenz eine treibende Kraft, welche die 
Messung des Atemflusses ermöglicht. 
Initial werden so lange Druckstromdiagramme geschrieben und verworfen, bis der 
durch den Temperaturausgleich bedingte Drift nicht mehr vorhanden ist. In der Regel 
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werden drei akzeptable Druckströmungsdiagramme aufgezeichnet, wobei eine 
weitgehende Deckungsgleichheit bestehen sollte. Entsprechen die auf dem Bildschirm 
dargestellten Widerstandskurven den Kriterien bei Ruheatmung, wird die 
Verschlussdruck-Messung gestartet. Während des Verschlusses des Atemrohres soll 
der Proband möglichst normal weiteratmen bis zur Öffnung der Klappe. Mit dieser 
Technik wird das intrathorakale Gasvolumen, welches nach normaler Expiration im 
Thorax verbleibt, bestimmt. Es folgt ein weiterer Verschluss, nach dessen Öffnung das 
Tiffeneau-Manöver durchgeführt wird. Dabei wird der Proband aufgefordert langsam 
maximal auszuatmen, danach zügig und vollständig einzuatmen und mit möglichst 
geringer Pause (unter 1 s) so schnell und stark wie möglich auszuatmen. Sobald ein 
Plateau im zeitlichen Volumenverlauf sichtbar wird bzw. dem Probanden eine weitere 
Expiration nicht mehr möglich ist, wird die normale Atmung fortgesetzt und die 
Untersuchung ist beendet. 
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Abbildung 13: Originalbefund der Lungenfunktionsprüfung eines Probanden an den 
Zeitpunkten A und B.  
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2.6 Körperliche Untersuchung  
Zum ersten Termin, dem Zeitpunkt A, wurde eine körperliche Untersuchung des 
Probanden durchgeführt. Diese beinhaltete neben der Beurteilung des Allgemein- und 
Ernährungszustandes die gründliche Inspektion, Perkussion und Auskultation aller 
Körperregionen. Zusätzlich wurden folgende Vitalparameter erhoben: 
1. Blutdruck 
2. Puls 
3. Körpertemperatur im Ohr  
4. Atemfrequenz 
5. Sauerstoffsättigung des Blutes  
Anhand der erhobenen Parameter wurde die Tauglichkeit des Probanden unter 
Einbeziehung der Ausschlusskriterien (siehe Punkt 2.1) beurteilt. Auffälligkeiten 
wurden dokumentiert und mit dem Prüfarzt besprochen. Desweiteren wurden 
Befindlichkeitsstörungen sowie subjektive und objektive Krankheitssymptome vermerkt, 
um so die im Zusammenhang mit der verabreichten Studienmedikation 
vorbeschriebenen Nebenwirkungen besser erfassen zu können. 
Folgende mögliche unerwünschte Ereignisse der wirkstoffhaltigen Studienmedikation 
wurden am Tag 0 (Zeitpunkt A), 7, 14, 21 und 28 (Zeitpunkt B) erfragt: 
1. Irritationen im Rachenraum / der Rachenschleimhaut 
2. Soorbefall (Candidainfektion) der Mund- und Rachenschleimhaut 
3. Husten 
4. Heiserkeit / Dysphonie 
5. Infektzeichen 
6. Hautausschlag 
7. Urtikaria (Nesselsucht) 
8. Juckreiz 
9. Tremor 
10. Palpitationen / Tachykardie 
11. Muskelkrämpfe 
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2.7 Anlage eines peripheren Venenzuganges mit Blutentnahme  
2.7.1 Material 
1. Stauschlauch 
2. Sterile Wattetupfer      [PAUL HARTMANN, Heidenheim, D] 
3. Hautdesinfektion mit Octeniderm®   [SCHÜLKE&MAYR, Norderstedt, D] 
4. Flexüle 20G       [B. BRAUN, Melsungen, D] 
5. Kanülenfixierung mit Leukomed® IV   [BSN MEDICAL, Hamburg, D] 
6. 2 Monovetten EDTA 2,7 ml    [SARSTEDT, Nümbrecht, D] 
7. Monovette Li-Heparin 2,7 ml    [SARSTEDT, Nümbrecht, D] 
8. Serum Monovette 7,5 ml    [SARSTEDT, Nümbrecht, D] 
 
2.7.2 Methode und Durchführung 
Für die Punktion eines Blutgefäßes wurde das venöse Blut durch das Anlegen eines 
Stauschlauches gestaut. Anschließend wurde die Haut an der entsprechenden Stelle 
gründlich desinfiziert und eine Venenverweilkanüle angelegt. Im Rahmen dieser 
Maßnahme fanden gleichzeitig die Blutentnahmen statt. Es wurden folgende Röhrchen 
[siehe Abbildung 14] (insgesamt ca. 15 ml) abgenommen: 
 
1. 1 EDTA-Röhrchen (2,7 ml) zur FACS-Analyse der DC im Blut 
(Pneumologisch-Immunologisches Forschungslabor) 
2. 1 EDTA-Röhrchen (2,7 ml) zur Differentialblutbildbestimmung 
(Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin) 
3. 1 Lithium-Heparin-Röhrchen (2,7 ml) zur CRP und Elektrolyt-Bestimmung  
(Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin) 
4. 1 Serum-Röhrchen (7,5 ml) zur Aliquotierung 
(Pneumologisch-Immunologisches Forschungslabor) 
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Abbildung 14: Blutentnahme. Dargestellt sind Serum-, Li-Heparin- und EDTA-Monovetten. 
 
2.7.3 Blutwertmessungen 
Die Messungen des Differentialblutbildes, des CRP und der Elektrolyte erfolgten im 
Zentrallabor der Universitätsklinik Rostock, welches im Institut für klinische Chemie und 
Laboratoriumsmedizin angesiedelt ist. Die Ermittlung des Differentialblutbildes erfolgte 
mit einem hämatologischen Analysegerät (XE, 2100, Sysmex, Norderstedt, 
Deutschland). Die CRP - Bestimmung wurde mittels eines Synchron LX 20 (Beckman 
Coulter, Krefeld, Germany) durchgeführt.  
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2.8 Pulsoxymetrie  
Die Pulsoxymetrie ist ein Verfahren zur nicht-invasiven Ermittlung der arteriellen 
Sauerstoffsättigung über die Messung der Lichtabsorption bzw. der Lichtemission bei 
Durchleuchtung der Haut. Die Messung erfolgt mit einem Sättigungsaufnehmer (Clip - 
Nonin Onyx, Nonin Medical, Inc., Plymouth, Minnesota, USA) an einem leicht 
zugänglichen Körperteil, vorzugsweise an einem Finger. Im Clip befinden sich zwei in 
einem definierten Bereich leuchtende Lichtquellen und ein Fotosensor. Durch die 
unterschiedliche Färbung des mit Sauerstoff gesättigten Hämoglobins entsteht für das 
durchstrahlende Rotlicht eine unterschiedliche Absorption, die der Fotosensor misst. 
Über den Clip wird neben der Sättigung auch der Puls in den Kapillaren erfasst. 
Gemessen werden drei Werte: die Absorption des Lichts im 660 nm-Bereich, im 
940 nm-Bereich und ohne die Strahlung der Messlichtquellen. Die unterschiedliche 
Absorption des Lichtes ergibt eine Differenz. Anhand eines Vergleichs des 
Messergebnisses mit einer Referenztabelle ermittelt das Gerät, welcher prozentuale 
Anteil der roten Blutkörperchen gesättigt ist (Sauerstoffsättigung). 
 
2.9 Flexible Bronchoskopie mit brochoalveolärer Lavage (BAL) 
2.9.1 Material 
1. Flexibles Bronchoskop    [OLYMPUS, Hamburg, D] 
2. Bronchoskopie – Arbeitsplatz WM-N60  [OLYMPUS, Hamburg, D] 
3. Tracheal-Saugsets     [UNOMEDICAL, Hamburg, D] 
4. Spritzen BD Discardit II® (5 und 10 ml ) [B. DICKINSON, Heidelberg, D]  
5. Isotonische Kochsalzlösung 0,9%   [B. BRAUN, Melsungen, D] 
6. Sauerstoffbrille      [ASID BONZ, Herrenberg, D] 
7. Pari-Inhalierboy      [PARI-WERK GMBH, Starnberg, D] 
8. Inhalat:  Lidocain – Hydrochlorid 4%ig +  
Salbuhexal® – Fertiginhalat    [HEXAL, Holzkirchen, D] 
9. Xylocain® – Pumpspray     [ASTRAZENECA, Wedel, D] 
10. Xylocain® – Viskös 2%ig     [ASTRAZENECA, Wedel, D] 
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11. Schleimhautanästhesie: 
Lidocain – Hydrochlorid 2 und 4%ig   [ZENTRALAPOTHEKE Uniklinik Rostock] 
12. Midazolam – ratiopharm 5mg/5ml  [RATIOPHARM, Ulm, D] 
 
2.9.2 Methode und Durchführung 
Die Methode der flexiblen Bronchoskopie inklusive der bronchoalveolären Lavage (BAL) 
ist eine Routineuntersuchung in der Abt. für Pneumologie. Es stehen moderne 
Bronchoskopiegeräte und eine vollständig ausgestattete Bronchoskopie-Abteilung mit 
spezifisch geschultem Assistenzpersonal zur Verfügung [siehe Abbildung 15]. Vor der 
Bronchoskopie wird eine Venenverweilkanüle am Arm des Patienten angelegt und der 
Patient inhaliert 15 Minuten lang 4% Lidocain über Pari-Boy zur Betäubung der 
Schleimhäute. Während der Bronchoskopie wird der Patient mittels Monitor 
(Pulsoxymetrie und Blutdruckmessung) ständig überwacht. Das Bronchoskop wird über 
die Nase in die rechte Lunge eingeführt. Es wird danach ein Subsegment des 
Mittellappens mittels Bronchoskop intubiert und mit insgesamt 100 ml einer 
vorgewärmten physiologischen Kochsalzlösung schrittweise gespült. Die Spülflüssigkeit 
(die bronchoalveoläre Lavage-Flüssigkeit, BALF) wird zur weiteren Diagnostik 
asserviert. Für die Bodyplethysmographie und Pulsoxymetrie von Rauchern sind in der 
Literatur und in der Abt. für Pneumologie keine Risiken bekannt. Die Technik der BAL 
mittels Bronchoskopie ist bei Rauchern mit ausreichender Lungenfunktion (FEV1 > 30% 
vom Soll oder > 1,5 Liter) eine sichere und komplikationsfreie Methode 92. Schwere 
oder vital bedrohliche Beeinträchtigungen der Studienteilnehmer sind bei alleiniger BAL 
(ohne Biopsie und ohne Deposition von Wirkstoffen oder Allergenen) nicht beschrieben. 
Während der Bronchoskopie können Hustenreiz und Brennen in Pharynx auftreten, dies 
wird jedoch meist als wenig beeinträchtigend empfunden. Unverträglichkeiten bei der 
Inhalation des Lokalanästhetikums sind selten. Diese Unverträglichkeiten werden 
bereits vor der Bronchoskopie erkannt (Atemwegsverschleimung, selten: zunehmende 
Atemnot) und werden durch Abbruch der Inhalation und der anschließenden 
Untersuchung behandelt. Eventuell auftretende Bronchialobstruktionen während der 
Bronchoskopie können durch die Gabe von Beta-2-Mimetika, Theophyllin i.v. oder 
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erforderlichenfalls einmalige intravenöse Applikation eines Corticoidderivates rasch 
behoben werden. Sollte eine Sedierung bei ausgeprägter Ängstlichkeit oder Unruhe des 
Probanden notwendig sein, können bis zu 5 mg Midazolam i.v. appliziert werden. Diese 
Maßnahme erfordert jedoch eine klinische Verlaufsbeobachtung über 2 Stunden nach 
Bronchoskopie (anstatt von 30 min.).  
 
Abbildung 15: Durchführung einer flexiblen Bronchoskopie. 
(OÄ Dr. Bier, Schwester Grit Wentzien und Schwester Gesine Fastnacht) 
 
2.10 Aufbereitung der BALF inklusive Zellzählung 
2.10.1   Material 
1. Zellsieb 70 µm BD Falcon   [BECTON DICKINSON, Heidelberg, D]   
2. Sterile Falcon-Röhrchen 50ml  [BECTON DICKINSON, Heidelberg, D] 
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3. Zentrifuge Heraeus Labofuge 400R  [KENDO LAB. PRODUCTS, Hanau, D] 
4. Arbeitspuffer (Puffer mit Fetalem Kälberserum) 
5. Hemacolor-Färbekit    [MERCK, Darmstadt, D] 
6. Türk´sche Lösung     [MERCK, Darmstadt, D] 
7. Objektträger     [ENGELBRECHT MLT GmbH, Edermünde, D] 
8. Neubauer-Zählkammer    [ROTH, Karlsruhe, D] 
9. Durchlichtmikroskop   [CARL-ZEISS, Jena, D] 
10. Heraeus Multifuge 1L-R Centrifuge [THERMOSCIENTIFIC] 
 
2.10.2   Methode und Durchführung 
Die bronchoalveoläre Lavage-Flüssigkeit (BALF) wurde zunächst durch ein 2-Schicht-
Zellsieb filtriert zur Entfernung von Verunreinigungen bzw. größeren Partikeln. 
Nachfolgend wurde die BALF in sterile Falconröhrchen gefüllt. Für die 
Zelldifferenzierung wurden hiervon 5 ml abpipettiert und 2 Tropfen 30%iger 
Rinderalbuminlösung hinzugegeben. Es schloss sich die Sedimentation auf 
Objektträger an. Nach Trocknung dieser Objektträger erfolgte die Fixierung und 
Färbung mittels eines kommerziellen Hemacolor-Färbekits. Die Zelldifferenzierung 
wurde mittels Mikroskop anhand von standardisierten morphologischen Kriterien für 
Makrophagen, Lymphozyten und Granulozyten (eosinophile, neutrophile und basophile 
Granulozyten) durchgeführt. Die sterilen Falconröhrchen mit der BALF wurden bei 
Raumtemperatur mit 320 x g (g = Erdbeschleunigung) für 10 min. zentrifugiert. Die 
erhaltenen Zellpellets wurden in 50 ml Waschpuffer resuspendiert, bevor eine erneute 
Zentrifugation (Raumtemperatur, 320 x g, 10 min.) und abschließend eine 
Resuspendierung in 1 ml Waschpuffer erfolgten. Ein geringer Teil (10 µl) der 
resultierenden Zellsuspension wurde zu 90 µl Türk´scher Lösung gegeben und für die 
Zellzählung (Neubauer - Zählkammer) verwendet, der Rest wurde für die 
durchflusszytometrischen Untersuchungen asserviert. Die Zellzählung erfolgte mittels 
Neubauer-Zählkammer [siehe Abbildung 16]. Die Ergebnisse der Zellzählung wurden 
als Gesamtzellzahl pro Milliliter der gewonnenen Lösung angegeben. 
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Abbildung 16: Zellzählung in einer Neubauer Zählkammer. 
In der linken Abbildung ist die gesamte Neubauer-Zählkammer (mit 3 x 3 Quadraten) 
dargestellt. Die Zellsuspension wird auf die Kammer aufgetropft, diese Suspension verteilt sich 
unter das aufgelegte Deckglas durch Kapillarkräfte. Zwischen Zählnetz und Deckglas besteht 
ein Abstand von 0,1 mm (Kammertiefe). Das erfasste Volumen entspricht bei einem großen 
Quadrat 0,1 µl. In allen 4 Eckquadraten werden die Zellen ausgezählt. Hierbei werden die 
Felder von links nach rechts ausgezählt, Reihe für Reihe. In der rechten Abbildung ist gezeigt, 
dass dabei die Zellen gezählt werden, die auf der linken oder unteren Grenzlinie liegen oder 
diese gerade noch berühren. Zellen, die auf der oberen oder rechten Grenzlinie liegen oder 
diese gerade noch berühren, werden nicht mitgezählt. Gefüllte Kreise (●) werden mitgezählt, 
nicht gefüllte (○) nicht. Aus der Summe der gezählten Zellen wird für alle 4 Eckfelder der 
Mittelwert errechnet, dieser Wert multipliziert mit 10000 ergibt die Zellzahl / ml Zellsuspension. 
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2.11 Durchflusszytometrie (FACS Analyse) 
2.11.1   Material 
1. Zentrifuge Heraeus Labofuge 400R  [KENDO LAB. PRODUCTS, Hanau, D] 
2. Tischzentrifuge MiniSpin    [EPPENDORF, Hamburg, D] 
3. Durchflusszytometer FACSCalibur  [BECTON DICKINSON, Heidelberg, D] 
4. FACS – Software CellquestPro  [BECTON DICKINSON, Heidelberg, D] 
5. Pipette Research 100 – 1000 μl   [EPPENDORF, Hamburg, D] 
6. Pipette Research 20 – 200 μl   [EPPENDORF, Hamburg, D] 
7. Pipettenspitzen blau 1000 μl   [GREINER BIO-ONE, Frickenhausen,D] 
8. Pipettenspitzen gelb 20 μl   [GREINER BIO-ONE, Frickenhausen,D] 
9. Reaktionsgefäße 1,0 ml    [SARSTEDT, Nümbrecht, D] 
10. Falcon – Röhrchen FACS 5 ml   [BECTON DICKINSON, Heidelberg, D] 
11. PBS (phosphate buffered saline)  [INVITROGEN GmbH, Karlsruhe, D] 
12. FCS (Fetales Kälberserum)   [INVITROGEN GmbH, Karlsruhe, D] 
13. FACS Lysing Solution    [BECTON DICKINSON, Heidelberg, D] 
14. Antikörper – Verdünnungslösung: 
49,5 ml FACS  - Puffer + 0,5 ml NaN3 - Stammlösung 
(FACS - Puffer: PBS + 2% FCS, NaN3 - Stammlösung [10%]: 1 g NaN3 - Pulver 
aufgelöst in 10 ml Aquadest) 
15. Antikörper-Gebrauchslösung: 
980 μl Antikörper-Verdünnungslösung + 20 μl Stammlösung des Herstellers 
16. Monoklonale Maus-anti-Human-Antikörper [siehe Tabelle 4] 
 
2.11.2   Methode 
Die Methode der Durchflusszytometrie von DCs in der BALF ist eine etablierte 
Untersuchung in der Abt. für Pneumologie der Universität Rostock 86,93,94. Durch 
fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (sogenannte FACS-Analyse) können DCs und deren 
Oberflächenmoleküle (Marker) quantitativ bestimmt werden. Grundlage der Methode ist 
die Antigen-Antikörper-Reaktion, die mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikörpern 
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durchgeführt wird. Zur Analyse werden die Zellen einer Einzelzellsuspension durch 
hydrodynamische Fokussierung an einem gebündelten Laserstrahl geeigneter 
Wellenlänge vorbeigeleitet. Bei exakter Anregung der Elektronen des 
Fluoreszenzfarbstoffes durch den monochromatischen Laserstrahl werden diese auf ein 
höheres Energieniveau gehoben. Nach dem Laserpuls fallen die Elektronen unter 
Abgabe von Energie (in Form von Photonen) auf ihr Ursprungsniveau zurück. Die 
emittierte Photonenkonzentration, die durch einen Photodetektor registriert wird, verhält 
sich proportional zur Menge an gebundenen Antikörpern pro Zelle. Über 
Photodetektoren kann die Ablenkung des Strahles senkrecht zur Bewegungsachse 
(Seitwärtsstreuung, sideward scatter, SSC) gemessen werden, wodurch sich 
Informationen über die innere Struktur der Zellen (unter anderem Granularität des 
Zytoplasmas) ermitteln lassen. Die gemessene Absorption des Lichtes entlang des 
Strahlenganges (Vorwärtsstreuung, forward scatter, FSC) gilt als ein Maß für die Größe 
der Zellen [siehe Abbildung 17].  
Durch Einsatz verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe ist eine Analyse mehrerer 
Oberflächenmarker auf einer Zelle möglich. Drei der am häufigsten verwendeten 
Fluoreszenzfarbstoffe sind Phytoerythrin (PE), Cytochrom-5 (Cy5) und 
Fluoresceinisothiocyanat (FITC). Auf Anregungen durch Licht der Wellenlänge 488 nm 
emittiert Cy5 tiefrotes Licht der Wellenlänge 650 nm, PE orangefarbenes Licht der 
Wellenlänge 585 nm und FITC grünes Licht einer Wellenlänge von 530 nm. Durch 
Darstellung der gespeicherten Daten in Koordinatensystemen (Dotplots) können sowohl 
die Informationen über Größe und Granularität (FSC, SSC) als auch die spezifischen 
Oberflächenmarker ausgewertet werden. Die Achsen des Diagramms werden durch 
zwei der gemessenen Parameter gebildet und jede Zelle gemäß den bei ihr 
gemessenen Größen als Punkt eingetragen. Die sich daraus ergebenden Punktewolken 
repräsentieren die unterschiedlichen Populationen in der analysierten Zellgesamtheit 
[siehe Abbildung 18]. Eine Negativkontrolle mit unmarkierten Kontroll-Antikörpern führt 
zum Ausschluss derjenigen Zellen bzw. Zelltrümmer, die die Kontroll-Antikörper 
unspezifisch gebunden haben. Mithilfe der Software ist es möglich, eine Auswahl 
bestimmter Zellpopulationen durch sogenannte „Gates“ zu treffen. Der prozentuale 
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Anteil der im Gate eingekreisten Zellen an der Gesamtpopulation aller Zellen lässt sich 
dann genau quantifizieren.  
 
 
Abbildung 17: Das Optische System eines Durchflusszytometers. 
Ein Laser sendet Licht einer bestimmten Wellenlänge aus (z.B. 488nm). Nach Fokussierung 
trifft es in einer Messküvette auf den Probenstrom, wird gestreut und reflektiert. Fluoreszenz-
farbstoffe emittieren Licht verschiedener Wellenlänge. Ein System aus verschiedenen Spiegeln 
und Filtern trennt die abgehende Strahlung nach ihren Wellenlängenbereichen. Der jeweilige 
Anteil wird über Detektoren registriert. Die Größe der Partikel (FSC-Diode), deren Granularität 
(SSC) sowie bis zu vier verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe können mit dem hier dargestellten 
Setup bestimmt werden. 
 
2.11.3   Durchführung 
Die Durchflusszytometrie erfolgte im Immunologischen Labor der Abt. für Pneumologie. 
Das entnommene EDTA-Blut und die aufbereiteten BALF-Zellen wurden mit den 
jeweiligen Antikörpern [siehe Tabelle 4] für 20 min. inkubiert (5 µl Antikörper - Lösung 
pro 50 µl Zellsuspension). Danach erfolgte die Zugabe von 1 ml FACS Lysing Solution 
für 10 min. mit nachfolgender Zentrifugation der Zellen über einen Zeitraum von 5 min. 
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(420 x g, Raumtemperatur). Nach dem Verwerfen des Überstands erfolgte eine 
Waschung: Zugabe von 1 ml Antikörper – Verdünnungslösung, mit nachfolgender 
Zentrifugation der Zellen über einen Zeitraum von 5 min. (420 x g, Raumtemperatur). 
Schließlich wurden die Zellen in 200 µl PBS resuspendiert. Die resultierende Lösung 
wurde dann mittels 4-Farben-Durchflusszytometer gemessen.  
 
Tabelle 4: Antikörper für die Durchflusszytometrie. 




CD3 FITC SK7 BD Biosciences 
CD14 FITC MP9 BD Biosciences 
CD16 FITC 3G8 BD Biosciences 
CD19 FITC SJ25C1 BD Biosciences 
CD20 FITC L27 BD Biosciences 




HLA-DR PerCP NA1/34 BD Biosciences 
Maus IgG 1 PE S-HCL-3 BD Biosciences 
Maus IgG 1 APC DCGM4 BD Biosciences 
Maus IgG2a XPE L243 BD Biosciences 
Maus IgG2a APC AD5-8E7 BD Biosciences 
CD1a PE AD5-14H12 Dako 
CD11c PE AD5-17F6 BD Biosciences 
CD11c APC HI149 BD Biosciences 
CD40 APC S-HCL-3 Invitrogen 
CD80 APC MEM-233 ImmunoTools 
CD83 APC HB15e BD Biosciences 
CD86 APC BU63 BD Biosciences 
CD123 PE 2D7 BD Biosciences 
CD207/Langerin PE 150503 Beckman Coulter 
BDCA-1 APC 19.2 Miltenyi 
BDCA-3 APC DCN46 Miltenyi 
BDCA-4 APC  Miltenyi 
CCR5/CD195 APC  BD Biosciences 
CCR6 APC  R+D Systems 
CCR7 APC  R+D Systems 
CXCR3/CD183 APC  BD Biosciences 
CXCR4/CD184 APC  BD Biosciences 
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2.11.4   Analyse der Zellen 
Zunächst wurden mittels SSC-FSC-Darstellung alle Zellen der Lösung dargestellt und 
alle Zellen in ein sogenanntes „Gate“ eingegrenzt [siehe linke Spalte in Abbildung 
18]. Da DCs sich dadurch auszeichnen, dass bei ihnen die Oberflächenmarker CD3, 
CD14, CD16, CD19, CD20 und CD56 (sogenannte „Lineage Marker“ für T-Zellen, B-
Zellen, Natürliche Killerzellen, Monozyten und Granulozyten) kaum oder gar nicht de-
tektiert werden können, konnten mittels eines handelsüblichen „Lineage Cocktails“ [sie-
he Tabelle 4] zunächst die Zellen mit geringer oder fehlender Expression der Lineage 
Marker (sogenannte linneg/dim Zellen) abgegrenzt werden [siehe mittlere Spalte in Ab-
bildung 18]. In der Population der linneg/dim Zellen konnten dann durch die Marker HLA-
DR und CD11c die myeloiden DCs (mDCs) identifiziert werden. Die mDCs zeichnen 
sich durch eine starke Expression sowohl von HLA-DR als auch CD11c aus und sind 
daher im rechten oberen Quadranten eingrenzbar und analysierbar [siehe rechte Spal-
te in Abbildung 18].  
Die Quantifizierung der Expression der Oberflächenmarker (entweder in % der positiven 
mDCs oder als mediane Fluoreszenzaktivität, MFI) erfolgte anhand von Histogramm-
Plots, bei denen die Fluoreszenzintensität von Kontroll-Antikörpern mit der Fluores-
zenzintensität von spezifischen Antikörpern (gegen die ausgewählten Oberflächenmar-
ker) miteinander verglichen wurde 71. 
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 Alle Zellen Lineage Gate mDC 
BALF 
   
Blut 
   
 
Abbildung 18: Dotplot-Darstellung der durchflusszytometrisch bestimmten Parameter. 
 
2.12 Statistische Auswertung  
Die Daten wurden mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS (Version 20.0.0 SPSS Inc., 
Chicago, Illinois, USA) ausgewertet. Fast alle Parameter waren nicht normal verteilt 
(nach Kolmogorov-Smirnov), daher erfolgte die Darstellung der Parameter mittels der 
Medianwerte (Minimum-Maximum). Unterschiede in den Ausgangswerten zwischen den 
drei Studienarmen wurden mittels Mann-Whitney-U Test für unabhängige Stichproben 
untersucht. Unterschiede zwischen den beiden Zeitpunkten (A und B) in den Studien-
armen wurden mittels des Wilcoxon Tests für abhängige Stichproben bei nicht-normal 
verteilten Daten (Wilcoxon signed ranks test) untersucht. P-Werte < 0,05 wurden als 
signifikant gewertet. Als graphische Darstellung wurde der Box-Whisker-Plot gewählt 
um einen möglichst übersichtlichen Eindruck über die Lage der Daten zu vermitteln. 
Dabei entsprechen die mittleren 50% der Daten dem Bereich der Box, welche durch 
das untere Quartil und das obere Quartil begrenzt wird. Die Ausdehnung der Box wird 
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somit auch als Interquartilsabstand beschrieben. Die schwarze Linie innerhalb der Box 
zeigt den Median zu den jeweiligen Zeitpunkten A und B für die einzelnen Studienmedi-
kationen an (schwarze Punkte am Rand). Auf der vertikalen Verbindungslinie befinden 
sich die Daten, die weniger als 1,5 Interquartilsabstände vom oberen Quartil nach oben 
bzw. vom unteren Quartil nach unten entfernt liegen. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Charakterisierung der Studienpopulation 
Während der Durchführung der klinischen Studie im Zeitraum von April 2009 bis Juli 
2009 wurden insgesamt 45 Probanden, welche die Ein- und Ausschlusskriterien erfüll-
ten, eingeschlossen. Die Studienteilnehmer wurden durch öffentliche Aushänge und 
Zeitungsanzeigen auf die Studie aufmerksam gemacht und stammen aus dem Kreis 
Rostock und Umgebung. 
Die teilnehmenden Probanden wurden mittels Randomisierung, vollzogen durch den 
verantwortlichen Biometriker Prof. Dr. Günther Kundt, gleichmäßig auf die drei Studien-
populationen verteilt. Mit der zusätzlich durchgeführten Verblindung wurde eine optima-
le Grundlage für die Vergleichbarkeit der Studiengruppen geschaffen. 
Für 3 Teilnehmer musste die Studie aufgrund von leichten Nebenwirkungen und Non-
Compliance abgebrochen werden. Daraus ergab sich eine Anzahl von 14 Probanden in 
jeder Studienpopulation [Abbildung 19]. Hinsichtlich der Körpergröße, des Körperge-
wichts, der Pack Years und der pro Tag gerauchten Zigaretten fanden sich im Vergleich 
der drei Studiengruppen keine signifikanten Unterschiede [siehe Tabelle 5]. 
Bezüglich Blutdruck, Puls, Temperatur, Sauerstoffsättigung und Atemfrequenz fanden 
sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen [siehe Ta-
belle 5]. Das Alter der Probanden zwischen der Fluticason-Gruppe und Fluti-
cason+Salmeterol-Gruppe ergab einen signifikanten Unterschied (p= 0,034). 
Nach der 4-wöchigen Inhalationsperiode ergab die Analyse der Dosiszähler der Disci, 
dass die Probanden einen Median von 55 (98%) der 56 Dosen inhaliert hatten, ohne 
einen signifikanten Unterschied zwischen den drei Gruppen. 
Fünf Studienteilnehmer nahmen regelmäßig Medikamente zur Senkung des Blutdru-
ckes ein [siehe Tabelle 6]. Drei Probanden litten an Adipositas, einer an großen Tonsil-
len und einer wies Exantheme an den Füßen auf [siehe Tabelle 6]. 
  
























Abbildung 19: Der Studienablauf.  
50 aktive Raucher rekrutiert 
Inhalation von 
Placebo 2x tgl. 
für 28 Tage (via Diskus) 




Blutentnahme: Differentialblutbildanalyse und Bestimmung des C-reaktiven Proteins 
Blutentnahme: Analyse (Durchflusszytometrie) der mDCs im Blut 
Bronchoskopie und BAL: Analyse der mDCs in der BALF (Durchflusszytometrie) 
45 aktive Raucher in Studie eingeschlossen 
Randomisierung 
Inhalation von 
Fluticason 250 µg 2x tgl. 
für 28 Tage (via Diskus) 
Inhalation von 
Fluticason 250 µg + Salmeterol 50 µg  
















schien nicht zu den 
Verlaufsunter-
suchungen 
Lungenfunktionstests Lungenfunktionstests Lungenfunktionstests 
5 Patienten ausgeschlossen nach postbronchodilatato-
rischem Wert FEV1 < 80% 
Blutentnahme: Differentialblutbildanalyse und Bestimmung des C-reaktiven Proteins 
Blutentnahme: Analyse (Durchflusszytometrie) der mDCs im Blut 
Bronchoskopie und BAL: Analyse der mDCs in der BALF (Durchflusszytometrie) 
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Tabelle 5: Klinische und anamnestische Daten der Probanden: Median (Min. - Max.). 
 Parameter Placebo Flutide® Viani® 
 
Allgemein 
Anzahl der Probanden 14 14 14 
Alter (Jahre) 
45 
(30 - 61) 
35 
(30 - 55) 
44 
(34  - 60) 
Körpergröße (cm) 
179 
(166 - 188) 
180 
(168 - 190) 
179 
(164 - 183) 
Gewicht 
76 
(60 - 103) 
83 
(60 - 108) 
79 
(60 - 120) 
Pack Years 
30 
(7.5 - 70) 
23 
(11.3 - 61.5) 
25 
(7.5 - 77.5) 
Zigaretten / Tag 
17 
(10 - 30) 
19 
(12 - 30) 
17 
















(110/70 - 170/110) 
135/90 
(120/80 - 180/110) 
140/90 
(120/80 - 180/110) 
Puls 
73 
(51 - 87) 
70 
(63 - 91) 
70 
(52 - 94) 
Temperatur (C°) 
35.7 
(34.7 - 36.4) 
35.4 
(34.0 - 36.2) 
35.7 




(96 - 99) 
97 
(96 - 100) 
97.5 




(14 - 18) 
15 
(14 - 16) 
16 














(110/70 - 155/100) 
135/90 
(120/80 - 180/110) 
135/90 
(120/80 - 180/110) 
Puls 
71 
(59 - 99) 
70 
(63 - 91) 
70 
(63 - 91) 
Temperatur (C°) 
35.4 
(34.8 - 36.0) 
35.4 
(34.0 - 36.2) 
35.4 




(94 - 99) 
97 
(96 - 100) 
97 




(14 - 17) 
15 
(14 - 16) 
15 
(14 - 16) 
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Tabelle 6: Dauermedikation, Diagnosen und klinische Auffälligkeiten der Probanden. 
Patientennummer Medikamente Diagnosen Klinische Auffälligkeiten 
 
1 - - - 
2 - - - 
3 Delix®, BisoLich comp Hypertonus - 
4 - - - 
5 - - - 
6 - - Große Tonsillen 
7 - - - 
8 - - - 
9 - - - 
10 - - Adipositas 
11 - - - 
12 - - - 
13 - - - 
14 - - - 
15 - - - 
 
16 - - - 
17 - - - 
18 Beloc-Zok® Herz Hypertonus - 
19 - - - 
20 - - - 
21 - - - 
22 - - - 
23 - - - 
24 - - - 
25 - - - 
26 - - - 
27 - - - 
28 - - - 
29 - - Adipositas 
30 - - - 
 
31 - - Adipositas 
32 - - - 
33 - - - 
34 - - - 
35 - - - 
36 - - - 
37 - - - 
38 - - Exanthem an Füßen bds. 
39 - - - 
40 Delix
®, Aspirin® protect, 
Baymycard®, Sulpirid® Hypertonus - 
41 - - - 
42 - - - 
43 - - - 
44 Beloc® Hypertonus - 
45 Bisoprolol dura® Hypertonus - 
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3.2 Charakterisierung der Lungenfunktion 
Tabelle 7  beinhaltet die Daten der Bodyplethysmographie zu den jeweiligen Zeitpunk-
ten A und B. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Stu-
diengruppen sowie zwischen den Zeitpunkten A und B gefunden werden. 
 
Tabelle 7: Lungenfunktion zu den Zeitpunkten A und B. 
VC IN = inspiratorische Vitalkapazität, FVC = forcierte Vitalkapazität, FEV1 = Menge an Luft, die 
in der ersten Sekunde bei forcierter Exspiration ausgeatmet wird, FEV1/FVC= Tiffeneau-Index, 
MEF 25 = maximaler expiratorischer flow bei 25% der VC, RV = Residualvolumen, TLC = totale 
Lungenkapazität.  















(% / Soll) 
96.8 
(42.8 - 124) 
99.7 
(79.2 - 121.8) 
91.2 
(77.4 - 119.5) 
FVC 
(% / Soll) 
103.3 
(88.6 - 121.1) 
97.7 
(80.3 - 119.6) 
97.1 
(80.9 - 125.9) 
FEV1 
(% / Soll) 
93.9 
(82.3 - 110.3) 
91 
(80.2 - 123.6) 
90 
(80 - 120.5) 
FEV1 / FVC 
(%) 
74.1 
(65 - 81.4) 
79.9 
(66.2 - 89.8) 
76.1 




(26.3 - 97.3) 
57.4 
(16.1 - 137.9) 
44.2 
(29.3 - 102.3) 
RV 
(% / Soll) 
113.2 
(65.6 - 147.4) 
87.8 
(13.5 - 106.9) 
92.5 
(62.3 - 136.7) 
TLC 
(% / Soll) 
103.9 
(84.5 - 130.8) 
95.4 
(55.7 - 114) 
95 
(87.8 - 114.6) 
RV / TLC 
(% / Soll) 
106.4 
(74.9 - 119.9) 
89.9 
(58.3 - 116.9) 
90.6 













(% / Soll) 
98.3 
(89.1 - 121.6) 
95.7 
(72.9 - 118.5) 
94 
(81.3 - 123.4) 
FVC 
(% / Soll) 
100.3 
(83.3 - 122.3) 
99.3 
(79.5 - 114.5) 
96.7 
(83.5 - 128.7) 
FEV1 
(% / Soll) 
92.8 
(71.7 - 107.1) 
87.6 
(80.7 - 116.6) 
90.9 
(81.6 - 123.5) 
FEV1 / FVC 
(%) 
74.2 
(66.2 - 85) 
77.7 
(65.9 - 86.8) 
76.5 




(15.9 - 92.8) 
46.6 
(11.9 - 122.9) 
43.5 
(33.1 - 128.1) 
RV 
(% / Soll) 
107.5 
(83.3 - 163.7) 
95.4 
(11.3 - 151.5) 
93.8 
(63.1 - 123.8) 
TLC 
(% / Soll) 
98.1 
(91.7 - 134) 
99.8 
(75.2 - 112.3) 
97.5 
(84.2 - 123.1) 
RV / TLC 
(% / Soll) 
100.7 
(78.9 - 121.6) 
87.6 
(68.7 - 128.3) 
96 
(55.8 - 114.4) 
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3.3 Differenzierung der BALF 
Die nachfolgende Tabelle 8 zeigt die erhobenen Daten aus der BALF zum Zeitpunkt A 
und Zeitpunkt B (vor und nach der Behandlung). Dabei ist zu erkennen, dass das Volu-
men der Proben (Recovery) zwischen den drei Studienpopulationen keinen signifikan-
ten Unterschied aufweist. Hinsichtlich der Anzahl von Makrophagen, Lymphozyten, 
Neutrophilen und Eosinophilen in der BALF gab es keine signifikante Veränderung vor 
und nach Behandlung in der Placebo- und Fluticason-Studiengruppe [siehe Tabelle 8]. 
In der Studiengruppe, die mit Viani® (Fluticason+Salmeterol) behandelt wurden, konnte 
ein signifikanter Abfall der Gesamtleukozytenzahl (p= 0,038), der absoluten Anzahl an 
Makrophagen (p= 0,035) und neutrophilen Granulozyten (p= 0,022) nachgewiesen wer-
den. Die Anzahl der Eosinophilen und Lymphozyten der Fluticason+Salmeterol-
Studiengruppe hingegen wies keine signifikanten Unterschiede vor und nach Behand-
lung auf [siehe Tabelle 8, Abbildung 20, Abbildung 21].  
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Tabelle 8: Charakteristika der gewonnenen BALF. 
Median (Min.-Max.) Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Zeitpunkten sind mit 
einem Sternchen (*) gekennzeichnet. 















(45 - 67) 
63 
(56 - 70) 
62 




(17 - 487) 
81 
(38 - 284) 
125 




(15 - 447) 
75 
(32 - 263) 
119 




(0.5 - 34.1) 
2.7 
(0.6 - 13.1) 
3.0 




(0.3 - 12.0) 
1.6 
(0.6 - 5.1) 
2.9 




(0.0 - 5.1) 
0.5 
(0.0 - 2.8) 
0.1 














(48 - 71) 
65 
(37 - 72) 
62 




(35 - 469) 
93 
(6 - 217) 
97 * 




(34 - 459) 
86 
(5 - 205) 
88 * 




(0.7 - 28.2) 
4.1 
(0.6 - 7.8) 
3.2 




(0.0 - 5.0) 
1.2 
(0.2 - 6.1) 
0.7 * 




(0.0 - 4.2) 
0.2 
(0.0 - 1.2) 
0.2 
(0.0 - 3.4) 
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Abbildung 20: Vergleich der Gesamtleukozytenzahl in der BALF vor und nach Behandlung. 
Signifikante Unterschiede (p < 0,05) vor und nach der Behandlung sind mit einem Sternchen (*) 
gekennzeichnet. P = Placebo-Gruppe, F = Fluticason-Gruppe, F+S = Fluticason+Salmeterol-
Gruppe. 
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Abbildung 21: Vergleich der verschiedenen Leukozytenuntergruppen in der BALF. 
In den einzelnen Studiengruppen zeigten sich vor und nach der Behandlung signifikante 
Unterschiede (p < 0,05), welche mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet sind. 
P = Placebo-Gruppe, F = Fluticason-Gruppe, F+S = Fluticason-Salmeterol-Gruppe.  
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3.4 Blut-Parameter 
In Tabelle 9 sind die Blut-Parameter der Probanden zum Zeitpunkt A und Zeitpunkt B 
(vor und nach der Behandlung) mit dem jeweiligen Medikament der einzelnen Studien-
gruppen dargestellt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den zwei 
Zeitpunkten in den drei Studiengruppen festgestellt werden [Tabelle 9, Abbildung 22, 
Abbildung 23]. Die Gesamtleukozytenzahl vor und nach der Behandlung weist ebenso 
wie die Anzahl der Monozyten, Lymphozyten, Neutrophilen und Eosinophilen im Blut 
keinen signifikanten Unterschied zwischen den drei Studiengruppen auf [Abbildung 22, 
Abbildung 23]. 
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Tabelle 9: Charakteristika der gewonnen Blutproben. 














(mmmol / l) 
9.1 
(8 - 9.8) 
9.5 
(8.1 - 10.5) 
9.4 
(8.5 - 10.8) 
Thrombozyten 
(106 / ml) 
234 
(146 - 338) 
211 
(176 - 391) 
204 
(142 - 320) 
Leukozyten 
(106 / ml) 
6.7 
(5.4 - 9.8) 
7 
(3.5 - 9) 
7.24 




(6 - 10.6) 
9.2 
(6.4 - 13) 
7.15 




(16.6 - 47.5) 
32.9 
(23.3 - 40.4) 
24.9 




(39.1 - 72.6) 
54.7 
(47.1 - 65.2) 
63.95 




(0.4 - 11) 
3.2 
(1.3 - 4.9) 
2.35 
(0.4 -  7.4) 
CRP 1.3 (1 - 12.3) 
2 
(1 - 9.4) 
1.98 
(1 - 7.58) 
Natrium 
(mmol / l) 
139 
(136 - 142) 
139 
(135 - 142) 
141 
(134 - 144) 
Kalium 
(mmol / l) 
3.9 
(3.2 - 5.5) 
3.9 
(3.5 - 4.2) 
3.9 













(mmmol / l) 
9.1 
(8.6 - 9.9) 
9.3 
(5.4 - 10.5) 
9.25 
(8.6 - 10.2) 
Thrombozyten 
(106 / ml) 
238 
(157 - 341) 
218 
(178 - 312) 
216 
(147 - 341) 
Leukozyten 
(106 / ml) 
6.3 
(4.7 - 13.9) 
6.7 
(4.6 - 16.1) 
7.2 




(6 - 14) 
8.3 
(6.2 - 13.8) 
7.7 




(22 - 44.1) 
33.3 
(25 - 39.7) 
27.6 




(41.9 - 69) 
54.5 
(46.3 - 62) 
61.8 




(1.1 - 9.9) 
2.8 
(1.1 - 6.3) 
1.95 
(0.9 - 6.2) 
CRP 1.6 (1 - 5.3) 
2 
(1 - 9.5) 
1 
(1 - 11.9) 
Natrium 
(mmol / l) 
140 
(136 - 145) 
139 
(136 - 141) 
138.5 
(134 - 141) 
Kalium 
(mmol / l) 
3.9 
(3.4 - 4.3) 
4 
(3.6 - 4.5) 
3.9 
(3.4 - 4.9) 
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Abbildung 22: Gesamtleukozytenzahl im Blut vor und nach der Behandlung. 
Es befinden sich keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Leukozyten vor und nach 
der Behandlung. P = Placebo-Gruppe, F = Fluticason-Gruppe, F+S = Fluticason+Salmeterol-
Gruppe. 
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Abbildung 23: Vergleich der verschiedenen Leukozytenuntergruppen im Blut. 
Es bestehen keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Monozyten, Lymphozyten, 
Neutrophilen und Eosinophilen im Blut vor und nach der Behandlung zwischen den jeweiligen 
Studiengruppen. P = Placebo-Gruppe, F = Fluticason-Gruppe, F+S = Fluticason+Salmeterol-
Gruppe. 
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3.5 Anzahl der mDCs in der BALF und im Blut 
Tabelle 10 gibt eine Übersicht über die Anzahl der mDCs in der BALF und im 
Blut zum Zeitpunkt A und Zeitpunkt B in den jeweiligen Studiengruppen. Dabei 
konnte ein hochsignifikanter Unterschied mit p = 0,009 im Vergleich der 
absoluten Anzahl der mDCs in der BALF der Fluticason+Salmeterol-
Studiengruppe vor und nach Behandlung festgestellt werden. In der Placebo- 
und Fluticason-Gruppe ließ sich diesbezüglich keine Signifikanz nachweisen. Im 
Blut fanden sich in allen drei Studiengruppen keine signifikanten Unterschiede in 
der Anzahl der mDCs zu den jeweiligen Zeitpunkten A und B [siehe Tabelle 10, 
Abbildung 24]. 
Beim Vergleich der absoluten und prozentualen Anzahl der mDCs in der BALF 
und im Blut zwischen der Placebo-Gruppe und der gemeinsamen Gruppe aller 
mit Fluticason behandelten Probanden fanden sich keine signifikanten 
Unterschiede [siehe Abbildung 25]. 
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Tabelle 10: mDCs in der BALF und im Blut. 
Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Zeitpunkten A und B sind mit einem Stern-
chen (*) gekennzeichnet. 
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(5.751 - 22.36) 
12.8695 
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(0.09 - 0.37) 
0.17 
(0.08 - 0.32) 
0.105 
(0.06 - 0.25) 
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Abbildung 24: Anzahl der mDCs in der BALF und im Blut für die einzelnen Studiengruppen. 
In den einzelnen Studiengruppen zeigten sich vor und nach der Behandlung signifikante 
Unterschiede (p < 0,05), welche mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet sind. 
P = Placebo-Gruppe, F = Fluticason-Gruppe, F+S = Fluticason-Salmeterol-Gruppe.  
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Abbildung 25: Vergleich der Anzahl der mDCs zwischen der Placebo-Gruppe (P) und der ge-
meinsamen Gruppe aller mit Fluticason behandelten Probanden (F/F+S). 
Es befinden sich keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der mDCs zwischen den beiden 
Populationen vor und nach der Behandlung. P = Placebo-Gruppe, F = Fluticason-Gruppe, F+S 
= Fluticason+Salmeterol-Gruppe. 
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3.6 Oberflächenmarker der myeloiden DCs 
Bei der Auswertung der Expression der verschiedenen charakteristischen Oberflä-
chenmarker der mDCs ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Zeit-
punkt A und Zeitpunkt B in den jeweiligen Studiengruppen [siehe Tabelle 11].  
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Tabelle 11: Oberflächenmarker auf mDCs 
 Placebo Fluticasone Fluticasone/Salmeterol 
 
Zeit-
punkt A B A B A B 
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68 
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(36  - 80) 
63 
(35 - 76) 
63 
(42 - 79) 
60 
(43 - 81) 
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14 
(6 - 24) 
13 
(9 - 23) 
14 
(5 - 32) 
13 
(8 - 31) 
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68 
(53 - 92) 
61 
(39 - 94) 
65 
(40 - 91) 
68 
(30 - 88) 
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(3 - 48) 
13 
(0 - 61) 
15 
(2 - 45) 
17 
(1 - 44) 
17 








(33 - 76) 
64 
(33 - 82) 
61 
(44 - 75) 
62 
(41 - 73) 
61 
(41 - 76) 
60 







(44 - 87) 
80 
(42 - 90) 
73 
(58 - 85) 
76 
(65 - 83) 
74 
(47 - 91) 
77 
(48 - 91) 
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4 Diskussion 
Myeloide DCs sind entscheidende Akteure in der Initiierung und Aufrechterhaltung von 
entzündlichen  Lungenerkrankungen, die in Verbindung mit Tabakrauch stehen. Da ins-
besondere die mDCs zur Antigenaufnahme und -präsentation befähigt sind, sind sie 
nach aktuellem Wissensstand die potentesten Auslöser einer antigenspezifischen Im-
munantwort. Es sind die einzigen Zellen im Atemwegsepithel, die MHC Klasse II-
Moleküle exprimieren. In Abhängigkeit ihres Reifezustandes können sie verschiedene 
Chemokine und Zytokine produzieren sowie unterschiedliche Oberflächenmoleküle ex-
primieren 60, 61, 95. 
Bereits ältere Studien postulieren eine erhöhte Anzahl einer Subpopulation der mDCs, 
welche durch die Expression von CD1a und Langerin gekennzeichnet ist, sog. Langer-
hans-Zellen, in der BALF und im Lungenparenchym von Rauchern und COPD-
Patienten 80, 96, 97. Weiterhin konnte ein Anstieg Langerin-positiver Zellen in den Atem-
wegen von COPD-Patienten im Vergleich zu Rauchern ohne COPD und Nichtrauchern 
nachgewiesen werden. Dabei steigt die Anzahl der mDCs im Epithel und Adventitia mit 
der Schwere der COPD-Erkrankung 98.  
Als eine der ersten Studien lieferte Bratke et al. Daten über die Rolle und die Charakte-
ristika der Atemwegs-mDCs von Rauchern 58. 
In der Asthma-Therapie sind ICS die Mittel der 1. Wahl, bei der Therapie der COPD, in 
der heute Bronchodilatatoren (LAMA und LABA) eine zentrale Rolle spielen, sind sie 
hingegen stets umstritten. Passend dazu ist auch das bisherige Wissen über die phar-
makologische Modulation der in den Atemwegen lokalisierten mDCs durch ICS bei 
Rauchern und Patienten mit COPD sehr gering. 
Diese Studie untersuchte erstmalig den Einfluss ICS und ICS in Kombination mit LABA 
auf mDCs in den Atemwegen von Rauchern mit COPD im spirometrischen Stadium 0 
oder 1 nach GOLD. Dabei konnte gezeigt werden, dass nur eine Kombinationstherapie 
von dem ICS Fluticason mit dem LABA Salmeterol, nicht jedoch eine ICS-
Monotherapie, die Anzahl der Atemwegs-mDCs bei Rauchern reduziert. Auffällig ist, 
dass weder die alleinige Inhalation von Fluticason noch eine Kombinationstherapie die 
Expression der Oberflächenmarker der Atemwegs-mDCs moduliert. Somit liefern die 
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Ergebnisse dieser Studie wichtige neue Erkenntnisse zur anhaltenden Diskussion über 
den Einsatz von ICS bei der Behandlung von Rauchern und Patienten mit COPD. 
4.1 Methodische Stärken und Schwächen 
Die vorliegende Studie weist mehrere methodische Stärken auf: 
(1) Mit der Durchführung einer prospektiven, randomisierten, doppelblinden, Place-
bo-kontrollierten Studie wurde das derzeit nachgewiesen beste Studiendesign 
gewählt. Somit wurde die Grundlage für eine möglichst hohe Aussagekraft der 
Ergebnisse und deren medizinische Anwendung geschaffen. 
(2) Eine weitere methodische Stärke der Studie stellt die gut validierte Methode zur 
Quantifizierung und Charakterisierung der mDCs in der humanen BALF dar [sie-
he 2.11] 58, 86, 87. 
(3) Weiterhin ergibt sich eine Stärke der Studie aus der Tatsache, dass humanes 
Material ex vivo aus der Lunge untersucht wurde. Die in der Forschung oft ge-
nutzten Mauslungen unterscheiden sich sowohl in der Lungen-Anatomie als auch 
der Immunologie deutlich vom Menschen 99. Dass in der Studie ausschließlich 
Material aus humanen Atemwegen untersucht wurde, ist somit ebenfalls als me-
thodische Stärke zu werten, da diese Daten in der Literatur fehlen. 
(4) Um einen Einfluss des unterschiedlichen Hormonhaushaltes zwischen Männern 
und Frauen zu minimieren, wurden für die Studie nur Männer rekrutiert 4. 
 
Folgende Schwächen lassen sich auffinden: 
(1) In der BALF wurden nur endoluminale mDCs erfasst und untersucht. Somit wur-
de ein Großteil der DCs, die sich in der Submucosa der Atemwege befinden, in 
den Auswertungen nicht berücksichtigt. Es kann daher auch keine Aussage über 
den Einfluss der Studienmedikation auf die mDCs in der Mucosa getroffen wer-
den 6. 
(2) Die Einnahme der Medikamente über einen Zeitraum von 4 Wochen war relativ 
kurz gewählt. Es besteht die Möglichkeit, dass bei einer Therapie über einen län-
geren Zeitraum (z.B. 1 Jahr) andere Effekte, beispielsweise eine Modulation der 
Oberflächenmarker, zu sehen wären. 
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(3) Desweiteren wurden nur Raucher mit einer normalen Lungenfunktion (Grad 0 
oder 1 nach GOLD) in die Studie aufgenommen. Der ursprüngliche Studienplan 
sah vor, Probanden mit einem höheren COPD-Grad zu rekrutieren, was voraus-
sichtlich aussagekräftiger gewesen wäre. Jedoch wurde eine Behandlung von 
Patienten mit COPD (ab dem spirometrischen Stadium II) von der Ethikkommis-
sion in Rostock grundsätzlich abgelehnt. Da wir eine Placebo-Gruppe als uner-
lässlich für die Beurteilung der Wirkung ansahen, wurde die Entscheidung getrof-
fen, Raucher mit normaler Lungenfunktion zu untersuchen. 
(4) Auf eine vierte Studiengruppe mit alleiniger Salmeterol-Therapie musste verzich-
tet werden, da der Hersteller (GlaxoSmithKline KG Co. GmbH) zum Zeitpunkt der 
Studie keine verblindbaren Salmeterol-Diski zur Verfügung stellen konnte. 
 
4.2 Einfluss ICS und ICS/LABA auf die Zellpopulationen der 
Leukozyten in der BALF und im Blut 
In unserer Studie wurden die verschiedenen Zellpopulationen vor und nach 4-wöchiger 
Inhalationszeit der jeweiligen Studienmedikation in der BALF und im Blut untersucht. 
Bei der Auswertung der BALF konnte für die Studiengruppe mit Fluticason+Salmeterol 
ein signifikanter Abfall der Gesamtleukozytenzahl im Vergleich zur Placebo-Gruppe do-
kumentiert werden. Ebenso war eine Reduktion der Makrophagen und neutrophilen 
Granulozyten unter der Kombinationstherapie zu verzeichnen. Bei alleiniger Fluticason-
Inhalation war keine signifikante Zellreduktion nachweisbar.  
Es gibt eine Vielzahl unterschiedlicher Leukozyten-Klassen, die jeweils ihre eigene spe-
zifische Aufgabe bei der Immunabwehr besitzen. Der Abfall der Gesamtleukozytenzahl 
unter der Kombinationstherapie ICS+LABA kann als antiinflammatorische Wirkung ge-
wertet werden. 
Makrophagen sind die vorherrschenden Leukozyten in der Lunge und patrouillieren als 
Wächterzellen der Atemwege an der Lungenoberfläche. So sind sie in der Lage, alle 
inhalierten Partikel und Krankheitserreger abzufangen sowie apoptotische Zellen und 
andere Verunreinigungen zu entfernen 100. Diese Funktion legt nahe, dass Makropha-
gen ein Hauptziel für inhalierbare pharmazeutische Präparate sein können. Mit der Re-
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duktion der Makrophagen unter der Kombinationstherapie ICS+LABA konnten wir erst-
mals den in vivo Beweis am Menschen liefern, dass ausschließlich die Kombinations-
therapie und nicht das ICS allein die Makrophagenanzahl bei Rauchern signifikant be-
einflusst. Diese  Ansicht wurde zuvor lediglich durch eine in vitro-Studie von Donnelly et 
al. postuliert. Dabei wurde die Zytokin-Freisetzung aus den von Makrophagen abgelei-
teten Monozyten unter Einfluss von zwei LABA (Formeterol und Salmeterol) und einem 
ICS (Budesonid) untersucht. Es konnte auf molekularer Ebene gezeigt werden, dass 
LABA synergistisch und additiv mit Budesonid die Freisetzung inflammatorischer Zyto-
kine aus den Makrophagen hemmt 101. 
In einer weiteren in vitro-Studie konnte die durch Zigarettenrauch konzentrationsabhän-
gige Freisetzung von Interleukin-8 aus menschlichen Monozyten durch Koinkubation 
von Salmeterol und Fluticason unterdrückt werden 102. Somit hat die Kombination von 
ICS+LABA nachweislich eine hemmende Wirkung auf den chemotaktischen Botenstoff 
für Neutrophile. Ergänzt wurde diese Studie durch Mortaz et al., welche die additiv 
suppressive Wirksamkeit der Kombinationstherapie auf Neutrophile bestätigten 103. 
Neutrophile Granulozyten, als größte Gruppe der Leukozyten im peripheren Blut, identi-
fizieren und zerstören schädliche Mikroorganismen. Ihre Reduktion im Sputum von Pa-
tienten mit COPD konnte auch von Barnes et al. nach 13-wöchiger ICS+LABA-Therapie 
festgestellt werden. Jedoch war in dieser Studie keine signifikante Wirkung der Kombi-
nationstherapie auf die Makrophagen nachweisbar 72. Eine Reduktion von neutrophilen 
Granulozyten in den Atemwegen von Rauchern konnte auch in unserer Studie unter der 
Kombinationstherapie ICS/LABA bestätigt werden. 
Diese Daten bestätigen die klinische Erfahrung, dass ICS in Kombination mit LABA, 
nicht jedoch eine alleinige ICS-Therapie, bei Patienten mit COPD wirksam ist. Jedoch 
liefert die Kombination mehrerer Wirkstoffe auch ein Potential für erhöhte Nebenwir-
kung. So könnte die Reduktion der Zellanzahl der oben beschriebenen Leukozytenpo-
pulationen auch eine womöglich erhöhte Infektanfälligkeit der Patienten erklären 104. 
Die Anzahl der Leukozyten und deren Untergruppen im Blut wiesen in unserer Studie 
zwischen den drei Studienarmen keine signifikanten Unterschiede auf. Dies spricht für 
eine überwiegend lokale Wirkung der Studienmedikation bzw. zu geringe Dosierung für 
eine systemisch relevante Beeinflussung der Leukozytenzahlen im Blut. 
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4.3 Einfluss ICS und LABA auf die mDCs in den Atemwegen 
Eindrucksvoll zeigte sich eine hochsignifikante Reduktion der mDCs in den Atemwegen 
von Rauchern unter der Kombinationstherapie Fluticason+Salmeterol im Vergleich zur 
Placebo-Kontrollgruppe. Die alleinige ICS-Gabe hingegen konnte die Anzahl der mDCs 
nicht signifikant beeinflussen. 
Schon früh wurde der Einfluss von Corticosteroiden als bekannte Inhibitoren von Im-
mun- und Entzündungsreaktionen auf humane DCs in der Fachliteratur diskutiert.  
Ihre stark suppressive Wirkung auf die Immunreaktion begründet sich v.a. durch die 
molekulare Modulation der mDCs, insbesondere deren Differenzierung, Reifung und 
Funktion sowie deren Induktion primärer T-Zellantworten 105,106. 
Mehrere Studien bei gesunden Probanden und Probanden mit allergischem Asthma 
konnten nach kurzfristiger niedrig dosierter Fluticason-Behandlung zeigen, dass CD1a+ 
DCs verringert werden 88,89. In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde erstmals der 
Einfluss von ICS auf mDCs in den Atemwegen von Rauchern untersucht. Im Gegensatz 
zu den Befunden aus den zuvor beschriebenen Studien bei Patienten mit Asthma 88,89, 
gab es keine Reduktion der endobronchialen mDCs nach Fluticason-Monotherapie. Ei-
ne mögliche Theorie zur Erklärung dieses Ergebnisses könnte sein, dass mDCs in den 
Atemwegen von Rauchern eine Resistenz gegenüber ICS aufweisen 107. Weitere mögli-
che Ursachen könnten sein, dass der 4-wöchige Inhalationszeitraum zu kurz oder die 
ICS-Dosis zu gering gewählt wurde, um Auswirkungen auf die endobronchialen mDCs 
bei Rauchern zu haben. Allerdings wurden in der Studie von Bocchino et al., die eine 
Reduktion der mDCs bei gesunden Probanden und Patienten mit Asthma zeigte, die 
gleiche Fluticason-Dosis und ein vergleichbarer Zeitraum gewählt 88. Daraus lässt sich 
schließen, dass die fehlende Wirkung der Fluticason-Monotherapie auf mDCs bei Rau-
chern eher auf eine Kortison-Resistenz als auf die Dauer und Dosis der Kortison-
Einnahme zurückzuführen ist. 
Bisher gibt es nur sehr wenige Informationen über die lokalen Effekte der Kombination 
Fluticason+Salmeterol auf die Immunzellen in den Atemwegen von Rauchern. Die Er-
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gebnisse dieser Arbeit liefern erstmals den Nachweis, dass bei gemeinsamer Gabe des 
ICS mit LABA die Anzahl der mDCs bei Rauchern deutlich gesenkt wird. 
Bisher wurde nur in einer tierexperimentellen Studie verdeutlicht, dass die Kombination 
aus Fluticason und Salmeterol Aspekte des allergen-induzierten Atemwegumbaus ver-
bessert 108. Auch in der Asthmatherapie wird davon ausgegangen, dass ein ICS mit ei-
nem LABA in einem Inhalator neben der bronchokonstriktiven auch die Behandlung der 
entzündlichen Komponente erlaubt 109. Eine Metaanalyse zur medikamentösen Behand-
lung von COPD-Patienten unterstützt ebenfalls diese Aussage und beschreibt eine Ver-
besserung der Lebensqualität und Lungenfunktion unter Anwendung von Kombinations-
inhalatoren 104. Da mDCs Schlüsselfaktoren in den mit Zigarettenrauch assoziierten 
Lungenerkrankungen sind 79, 84, stellen wir die Hypothese auf, dass die mDC-Reduktion 
durch ICS/LABA-Inhalation zu einer nachhaltigen Besserung der Entzündung in den 
Atemwegen bei Rauchern führen kann. 
Es wurde postuliert, dass bestimmte Subpopulationen der mDCs eine besondere Rolle 
in der Pathogenese rauchbedingter Erkrankungen spielen 81. In unserer Arbeit konnte 
eine Änderung der Oberflächenmarker der mDCs weder durch Fluticason allein noch 
durch die Kombination Fluticason+Salmeterol nachgewiesen werden. Wir gehen daher 
davon aus, dass die Kombinationstherapie keinen Einfluss auf eine spezifische Unter-
gruppe der mDCs (wie CD1a+ mDCs oder BDCA-1+ mDCs) ausübt, sondern vielmehr 
eine generelle Senkung aller mDCs (bsp. durch Apoptose) herbeiführt. Somit würde die 
Kombinationstherapie nicht nur die Anzahl mDCs senken, die in Zusammenhang mit 
der Pathologie Zigarettenrauch-bedingter Lungenerkrankungen stehen, sondern auch 
alle anderen mDC-Untergruppen, welche möglicherweise protektive Effekte vermitteln. 
So ist z.B. zu beachten, dass mDCs auch eine wichtige Rolle beim Schutz gegen Infek-
tionen spielen 110. Die Reduktion der mDCs in den Atemwegen könnte daher mit einer 
erheblichen Schwächung der Immunabwehr einhergehen und für Infektionen prädispo-
nieren. 
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4.4 Rolle der Kombinationstherapie ICS und LABA bei COPD 
Die aktuelle Leitlinie zur medikamentösen Therapie von COPD-Patienten empfiehlt eine 
individualisierte Beurteilung der Symptome und des Exazerbationsrisikos, bei dem unter 
Berücksichtigung des Schweregrades der Erkrankung sowie von Wirksamkeit und Ver-
träglichkeit die Medikamentenwahl und -dosierung getroffen wird.   
Ein vorgeschlagenes Modell für die Initiation und das anschließende pharmakologische 
Management einer Eskalation und / oder Deeskalation ist in Abbildung 26 darge-
stellt 44. 
Jedes Behandlungsschema muss individualisiert werden, da die Beziehung zwischen 
Schwere der Symptome, Luftstrombegrenzung und Schwere der Exazerbationen zwi-
schen den Patienten variiert. Auffällig im Therapieschema für die COPD ist, dass keine 
Monotherapie mit Steroiden angeraten wird [siehe Abbildung 26]. Dem entspricht auch 
unser Studienergebnis, dass die Fluticason-Monotherapie keinen Einfluss auf die mDCs 
und andere inflammatorisch wirkende Zellen in der BALF bei Rauchern hat. 
Patienten der Gruppe A sollte als primäre Basistherapie ein Brochodilatator (Anticholi-
nergika, Beta-2-Sympathomimetika) zur Verringerung der Atemnot angeboten werden. 
Als Ersttherapie in der Gruppe B werden langwirksame Bronchodilatoren (entweder als 
Monotherapie oder als Kombinationstherapie) empfohlen. Bei Patienten mit anhaltender 
Atemnot unter der Monotherapie wird die Verwendung von zwei Bronchodilatatoren an-
geraten. Bei Patienten mit schwerer Atemnot kann eine Ersttherapie mit zwei Broncho-
dilatatoren in Betracht gezogen werden 111. Da der direkte Studienvergleich eine Über-
legenheit der LAMA in Bezug auf die Prävention von Exazerbationen im Vergleich zu 
LABA feststellte, wird die Therapieeinleitung in der Gruppe C mit einem LAMA empfoh-
len 112. Patienten mit anhaltenden Exazerbationen können von der Zugabe eines zwei-
ten langwirksamen Bronchodilatators (LABA/LAMA) oder einer Kombination aus einem 
LABA und einem ICS profitieren. In der Gruppe D erfolgt die Therapieeinleitung auf-
grund überlegener Studienergebnisse im Vergleich zu einem einzigen Bronchodilatator 
mit einer LABA/LAMA-Kombination. Alternativ kann die Ersttherapie bei einigen Patien-
ten auch mit einer LABA/ICS-Kombination präferiert werden. Bei zusätzlichen Exazer-
bationen ist eine Therapieerweiterung zur Eskalationsprävention auf LABA/LAMA/ICS 
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möglich. Als weitere Option kann in Betracht gezogen werden, Roflumilast hinzuzufü-
gen oder die Behandlung mit einem Makrolid zu unterstützen. Bei erhöhtem Nebenwir-
kungs-, speziell Pneumonie-Risiko ist das Stoppen der ICS-Therapie abzuwägen. 
 
 
Abbildung 26: Pharmakologische COPD-Therapie nach GOLD. 
Die Grafik ist entnommen aus 44. 
 
Drei wesentliche Studientypen, bei denen die unterschiedlichen Medikamentengruppen 
miteinander verglichen wurden, prägen das derzeitige Therapieschema der COPD-
Patienten. Der Vergleich der LABA/ICS- versus LABA-Therapie wurde in einer der zwei 
bekanntesten COPD-Arzneimittelstudien, der TORCH-Studie (Towards a Revolution in 
COPD Health), untersucht. In dieser Studie von 2007 wurden in einem doppelblinden 
randomisierten placebokontrollierten Verfahren Daten von COPD-Patienten über drei 
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Jahre analysiert. Dabei zeigte sich, dass unter der Kombinationstherapie Fluti-
cason+Salmeterol die jährliche Exazerbationsrate, der Gesundheitszustand und die spi-
rometrischen Werte verbessert werden konnten. Die erhoffte Reduktion der Mortalität 
bei COPD-Patienten konnte jedoch nicht belegt werden. Die Wahrscheinlichkeit einer 
Pneumonieerkrankung als unerwünschte Nebenwirkung war unter der Fluticason-
Behandlung signifikant höher als in der Placebo-Gruppe 113.  
Die FLAME-Studie verglich in einer randomisierten doppelblinden Phase 3-Studie die 
Kombination LABA/LAMA (Indacaterol / Glykopyrronium) gegenüber der Kombination 
LABA/ICS (Salmeterol / Fluticason) in Bezug auf die COPD-Exazerbationen während 
einer 52-wöchigen Behandlungsphase bei Patienten mit mindestens einer Exazerbation 
innerhalb der letzten 12 Monate. Die jährliche Rate von mäßigen oder schweren 
Exazerbationen war in der Indacaterol-Glykopyrronium-Gruppe niedriger als in der Sal-
meterol-Fluticason-Gruppe und die Zeit bis zur ersten mäßigen oder schweren Exazer-
bation war in der Indacaterol-Glykopyrronium-Gruppe länger als in der Salmeterol-
Fluticason-Gruppe, ebenso wie die Zeit bis zur ersten schweren Exazerbation. Die Wir-
kung von Indacaterol-Glykopyrronium gegenüber Salmeterol-Fluticason auf die Rate 
der COPD-Exazerbationen war unabhängig vom Ausgangswert der Blut-Eosinophilen-
Zahl. Die Inzidenz von unerwünschten Ereignissen und Todesfällen war in den beiden 
Gruppen ähnlich. Die Inzidenz der Pneumonie betrug 3,2% in der Indacaterol-
Glykopyrronium-Gruppe und 4,8% in der Salmeterol-Fluticason-Gruppe. Daraus ließ 
sich schlussfolgern, dass die LABA/LAMA-Kombination zur Vermeidung von Exazerba-
tionen bei COPD-Patienten mit mindestens einer Exazerbation im letzten Jahr effektiver 
war im Vergleich zur LABA/ICS-Kombination 114. Verschiedene weitere Studien, wie die 
ILLUMINATE- und LANTERN-Studie, analysierten die Wirkung der LABA/LAMA-
Kombination im Vergleich zur LABA/ICS-Kombination. Die Ergebnisse zeigen zusätzli-
che Vorteile der LABA/LAMA-Kombination und damit das Potential der doppelten Bron-
chodilatation als Behandlungsoption bei nicht-exazerbierenden symptomatischen 
COPD-Patienten 115, 116. 
Aus den beschriebenen Studiendaten ergibt sich die Frage, inwiefern ICS einen positi-
ven synergistischen Effekt in der COPD-Therapie ausüben, wenn bereits eine Senkung 
der Exazerbationsrate unter der LABA/LAMA-Kombination erreicht wird. Hierzu wurden 
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in der WISDOM-Studie von 2014 (Withdrawal of Inhaled Steroids during Optimized 
Bronchodilator Management) COPD-Patienten in einer 6-wöchigen Einlaufphase mit 
einer Dreifach-Therapie aus LABA (Salmeterol), LAMA (Tiotropium) und ICS (Fluti-
cason) behandelt. Im Anschluss wurde die Behandlung für die Hälfte der Patienten wie 
gehabt fortgesetzt, der anderen Hälfte wurde das Fluticason entzogen und die Therapie 
mit der Kombination LABA/LAMA weitergeführt. Zwischen den zwei Studiengruppen 
fand sich bezüglich der Exazerbationsrate kein signifikanter Unterschied. Nach dem 
vollständigen Rückzug von Glukokortikoiden konnte ein signifikanter und anhaltender 
Unterschied zwischen den zwei Gruppen in der FEV1, mit einer größeren Reduktion 
vom Ausgangswert in der Glukokortikoid-Entzugsgruppe, beobachtet werden 117. Die 
Daten der WISDOM-Studie verwendeten Watz et al. um in einer Post-hoc-Analyse zu 
beurteilen, ob bei COPD-Patienten mit einer höheren Blut-Eosinophilenzahl Exazerbati-
onen häufiger auftreten würden nach Abbruch der ICS-Behandlung. Dabei zeigte sich, 
dass die Exazerbationsrate bei Patienten mit Eosinophilenzahlen von 2% - 5% oder 
mehr, in der ICS-Entzugsgruppe höher war als in der ICS-Fortsetzungsgruppe. Die Zu-
nahme der Exazerbationsrate war umso ausgeprägter, je höher der Eosinophilen-Wert 
lag. Die Eosinophilenzahl im Blut bei Patienten mit COPD und Exazerbationen in der 
Anamnese könnten somit die Reaktion auf ICS vorhersagen. Die Daten legen nahe, 
dass ein Eosinophilenzählwert von 300 Zellen pro µl oder mehr auf einen schädlichen 
Effekt eines ICS-Entzugs hinweisen könnte 118. Ergänzend hierzu erfolgte die Untersu-
chung der Auswirkung der Exazerbationsvorgeschichte und Blut-Eosinophilenzahl auf 
die Exazerbationsrate und Lungenfunktion der Patienten in den beiden Gruppen der 
WISDOM-Studie. Bei Patienten mit zwei oder mehr Exazerbationen im Jahr und einem 
Eosinophilenspiegel größer oder gleich 300 Zellen pro µl wurde eine statistisch signifi-
kante Reduktion der FEV1 nach ICS-Entzug nachgewiesen 119. 
Aktuelle Studien mit Dreifach-Kombinationstherapien aus einem LAMA,LABA und ICS 
(„Single inhaler Triple therapy“) bei Patienten mit COPD und wiederholten 
Exazerbationen haben bestätigt, dass die Zugabe eines ICS zu einer dualen 
Bronchodilatation die Exazerbationsrate senken kann 120,121. Allerdings zeigte sich auch 
hier, zumindest in der Studie mit Fluticasonfuroat, ein erhöhtes Pneumonie-Risiko unter 
ICS-Therapie 121. 
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ICS zielen primär auf die Entzündungskomponente der COPD. Ein wiederkehrendes 
Diskussionsthema dabei ist die Kortikosteroid-Unempfindlichkeit bei Patienten mit 
COPD, die auch eine mögliche Erklärung unserer Studienergebnisse sein könnte [siehe 
4.3]. Die Zugabe eines LABA zur Therapie mit ICS erhöht die Wirksamkeit der ICS-
Effekte 33. Unsere Studie bestätigt diese Daten insofern, dass allein unter der Fluti-
cason+Salmeterol-Therapie eine Abnahme der endobronchialen Makrophagen, neutro-
philen Ganulozyten und mDCs verzeichnet werden konnte. Die Auswertung der Bo-
dyplethysmographie ergab jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Lungenfunk-
tion, insbesondere der FEV1, zwischen Zeitpunkt A und Zeitpunkt B in den drei Studien-
gruppen. Dabei zu berücksichtigen ist der mit 4 Wochen relativ kurz gewählte Therapie-




Myeloide dendritische Zellen sind die wichtigsten antigenpräsentierenden Zellen des 
Immunsystems, welche die Polarisierung und die Proliferation antigen-spezifischer 
T-Zellen steuern. Sie bilden aufgrund ihrer vielfältigen Funktionen eine Brücke zwischen 
angeborenem und adaptivem Immunsystem. Zigarettenrauch bewirkt die Rekrutierung 
von mDCs in den humanen Atemwegen. Es wird vermutet, dass eine pathologische 
lokale Aktivierung und Proliferation von mDCs in den Atemwegen zur Pathogenese 
Rauch-assoziierter Lungenerkrankungen beiträgt. Der Einfluss ICS auf die mDCs in den 
Atemwegen von Rauchern war aber bislang unbekannt. Das Ziel dieser prospektiven, 
randomisierten, doppelblinden, Placebo-kontrollierten Studie war es daher, den Einfluss 
von ICS auf die mDCs bei Rauchern zu untersuchen. Es wurden dazu 45 Probanden 
mit entsprechender Raucheranamnese rekrutiert und über einen Zeitraum von 28 
Tagen mit Placebo, dem ICS Fluticason oder mit Fluticason in Kombination mit dem 
LABA Salmeterol inhalativ behandelt. Die Anzahl der mDCs und deren 
Oberflächenmarker im Blut und in den Atemwegen (gewonnen mittels BAL) wurden mit 
einer etablierten Methode der Durchflusszytometrie in der Abt. für Pneumologie der 
Universität Rostock analysiert. Es ergab sich eine signifikante Reduktion neutrophiler 
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Granulozyten, Makrophagen und mDCs in der BAL-Flüssigkeit nur unter der 
Kombinationstherapie mit dem ICS Fluticason und dem LABA Salmeterol. Die 
Expression der Oberflächenmarker der mDCs wurde durch keine der drei Therapien 
beeinflusst. Die Anzahl und die Charkteristika der mDCs im Blut wurden ebenfalls durch 
keine der drei Therapiearme verändert. Wir haben daher die Hypothese aufgestellt, 
dass nur die Kombinationstherapie aus einem ICS und LABA, nicht jedoch eine ICS-
Monotherapie, die Anzahl der mDCs in den Atemwegen von Rauchern senkt. Diese 
Erkenntnis liefert wichtige neue Aspekte in der aktuellen Diskussion über die Rolle und 
die Nebenwirkungen einer ICS-Therapie bei Patienten mit Rauch-assoziierten 
Lungenerkrankungen (wie der COPD).
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5 Zusammenfassung 
Myeloide dendritische Zellen sind als einzige Zellen in der Lage eine primäre Immunan-
twort zu induzieren, indem sie naive T-Lymphozyten aktivieren. Mit ihren charakteristi-
schen bäumchenartigen Zellfortsätzen überwachen sie ihre Umgebung und können ext-
razelluläre Bestandteile phagozytieren. Als Antigenpäsentierende Zellen induzieren sie 
spezifische Immunantworten und bilden eine Brücke zwischen angeborenem und adap-
tivem Immunsystem. 
Zigarettenrauch bewirkt die Rekrutierung von mDCs in den humanen Atemwegen und 
induziert damit eine übermäßig lokale adaptive Immunantwort, welche in ihrer Folge zu 
einer chronischen Entzündungsreaktion führt. Ebenso ist bekannt, dass die Oberflä-
chenmarker der mDCs in den Atemwegen von Rauchern Veränderungen durchlaufen, 
wie beispielsweise eine erhöhte Expression der co-stimulatorischen Moleküle CD80 und 
CD86. Bisher liegen jedoch keine Informationen über die Wirkung von ICS auf die 
mDCs bei Rauchern mit oder ohne Rauch-assoziierte Lungenerkrankung vor. Daher 
war es das Ziel dieser prospektiven, randomisierten, doppelblinden, Placebo-
kontrollierten Studie den Einfluss inhalativer Medikamente auf die mDCs bei Rauchern 
zu untersuchen. Es wurden dazu 45 Probanden mit entsprechender Raucheranamnese 
und normaler Spirometrie rekrutiert und über einen Zeitraum von 28 Tagen mit den In-
halativa Placebo (P), Fluticason (F) oder Fluticason+Salmeterol (F+S) behandelt. Zu 
Beginn (Zeitpunkt A) und nach 4 Wochen (Zeitpunkt B) wurden von jedem Studienteil-
nehmer Blutproben und eine BALF entnommen. Die Anzahl der mDCs und deren Ober-
flächenmarker wurden mit der etablierten Methode der Durchflusszytometrie in der Abt. 
für Pneumologie der Universität Rostock analysiert. Es ergab sich eine signifikante Re-
duktion neutrophiler Granulozyten, Makrophagen und mDCs in der BALF allein unter 
der Kombination mit dem ICS Fluticason und dem LABA Salmeterol. Die ICS-
Monotherapie konnte jedoch keine signifikante Veränderung der Zellpopulationen her-
beiführen. Die Expression der Oberflächenmarker der mDCs konnte unter keiner der 
drei Therapien beeinflusst werden.  
Aus der vorliegenden Dissertationsarbeit lassen sich neue Erkenntnisse der Wirkung 
ICS in Kombination mit LABA auf mDCs bei Rauchern gewinnen. Sie sollten beim Ein-
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satz ICS im aktuellen Therapieschema der COPD Berücksichtigung finden und einen 
Anstoß für weitere Studien zur Untersuchung der ICS-Effekte auf mDCs bei Patienten 
mit Lungenerkrankungen geben.  
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Abb.   Abbildung 
Abt.   Abteilung 
AMG   Arzneimittelgesetz  
APC   AlloPhycoCyanin 
BAL   bronchoalveoläre Lavage 
BALF   bronchoalveoläre Lavage-Flüssigkeit 
BDCA   Blood Dendritic Cell Antigen 
BfArM   Bundesinstitut für Arzneimittel und Medizinprodukte 
CCR   CC-Chemokin – Rezeptor 
CD   Cluster of differentiation, Differenzierungscluster 
chron.   chronisch 
COPD   chronic obstructive pulmonary disease 
CRP   C-reaktives Protein 
Cy5   Cytochrom 5 
DC   Dendritic cell 
DCs   Dendritic cells 
DC-SIGN  Dendritic Cell–Specific Intercellular-adhesion molecule 3 Grabbing Nonin-
tegrin 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
FACS fluorescence activated cell sorting 
FCS Fetales Kälberserum 
FEV1   Forciertes exspiratorisches Volumen in 1 Sekunde 
FEV1%FVC  bei forcierter Exspiration gemessenen Vitalkapazität 
FITC   Fluorescein IsoThioCyanate 
Flt-3   fms-like tyrosine kinase receptor-3 
Flutide  250 µg Fluticasonpropionat 
FSC   forward scatter, Vorwärtsstreuung 
FVC   Forcierte Vitalkapazität 
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GM-CSF  Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor 
GOLD   Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease 
HLA-DR  humanes Leukozytenantigen-DR 
ICS   inhaltatives Corticosteroid 
IgE   Immunoglobulin E 
IL   Interleukin 
ILT   Immunoglobulin-like transcript 
ITGV   Intrathorakales Gasvolumen 
LABA   long-acting beta-receptor agonist 
LAMA   long-acting muscarinic antagonist 
LDC   Dendritische Zelle vom Langerhans´schen Typ 
LPS   Lipopolysaccharid 
mDC   Myeloide dendritische Zelle 
mDCs   Myeloide dendritische Zellen 
MACS   Magnetic Activated Cell Sorting 
MEF   Maximal Expiratory Flow 
MEF 25/50/75 Strömungsgeschwindigkeit der ausgeatmeten Luft bei x% der forcierten 
Vitalkapazität 
MHC Major histocompatibility complex 
MMR Macrophage Mannose Receptor 
MVV Maximal Voluntary Ventilation, maximal erreichbares Atemzeitvolumen 
NF-κB Nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer” of activated B-cells 
PAMPs pathogen-associated molecular patterns 
PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell 
PBS Phosphate buffered saline 
PE   PhycoErythrin 
PEF   Peak Expiratory Flow, maximale exspiratorische Atemstromstärke 
PerCP   Peridinin Chlorophyll Protein 
PIF   Peak Inspiratory Flow: maximale inspiratorische Atemstromstärke 
PS   Polystyrol 
R IN   Inspiratorischer Atemwegswiderstand 
Reff   Effektiver Atemwegswiderstand 
R EX   Expiratorischer Atemwegswiderstand 
RPMI   Zellkulturmedium, benannt nach Roswell Park Memorial Institute 
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Rtot   Totaler Atemwegswiderstand 
RV   Residualvolumen 
RV%TLC  Residual Volume/Total Lung Capacity 
SAE   serious adverse event, schwerwiegende Nebenwirkung 
SReff   Spezifischer effektiver Atemwegswiderstand 
SRtot   Spezifischer totaler Atemwegswiderstand 
SSC   sideward scatter, Seitwärtsstreuung 
Tab.   Tabelle 
Th1   T-Helferzelle vom Typ I 
Th2   T-Helferzelle von Typ II 
TNFalpha  Tumornekrosefaktor-alpha 
TLC   Totale Lungenkapazität 
TLRs   Toll-like receptors 
TORCH  Towards a Revolution in COPD Health 
Treg   T-Regulatorzellen 
UPLIFT  Understanding Potential Long Term Impacts on Function with Tiotropium 
VC   Vitalkapazität 
VC IN   Inspiratorische Vitalkapazität 
VC EX   Expiratorische Vitalkapazität 
Viani ® 50 µg Salmeterol (als Salmeterolxinafoat) und 250 µg Fluticasonpropionat 
VT   Tidal Volume (Atemzugvolumen) 
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7.4 Prüfplan der Studie 
Der Prüfplan der Studie (Version 6B 06.05.2009) ist im Archiv der Abteilung für 
Pneumologie der Universität Rostock hinterlegt. 
 
7.5 Patienteninformationen und Einwilligungen 
Alle Einwilligungserklärungen im Original sowie die Patienteninformationsbögen (Versi-
on 28.01.2009) sind im Archiv der Abteilung für Pneumologie der Universität Rostock 
hinterlegt. 
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7.6 Untersuchungsunterlagen 
Alle Unterlagen im Zusammenhang mit den Untersuchungen (u.a. die Fragebögen zur 
Erfassung von Nebenwirkungen und das Protokoll zur Erfassung der Anzahl der Hübe 
pro Diskus pro Proband) sind im Archiv der Abteilung für Pneumologie der Universität 
Rostock hinterlegt. 
 
7.7 Weitere Daten 
Der vollständige Datensatz ist im Archiv der Abteilung für Pneumologie der Universität 
Rostock bei Prof. Dr. med. Marek Lommatzsch hinterlegt.
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7.11 Thesen zur Dissertationsschrift 
 
1. Myeloide dendritische Zellen (mDCs) sind die wichtigsten antigenpräsentierenden 
Zellen des Immunsystems, welche die Proliferation und Differenzierung naiver T-
Lymphozyten steuern. 
 
2. Die chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (COPD), welche häufig durch 
Zigarettenrauchen ausgelöst wird, ist durch eine überschießende lokale Entzündung in 
den Atemwegen gekennzeichnet. Die mDCs spielen hierbei wahrscheinlich eine 
zentrale pathogenetische Rolle.  
 
3. Zigarettenrauch-Exposition bewirkt die Rekrutierung von mDCs in humane 
Atemwege. Diese Akkumulation von mDCs kann zu einer gesteigerten lokalen 
adaptiven Immunantwort und zu einer chronischen Entzündung in den Atemwegen 
beitragen. Zigarettenrauch-Exposition führt auch zu charakteristischen Veränderungen 
der Expression von mDC-Oberflächenmarkern, welche zur Entwicklung einer 
chronischen Entzündung beitragen können. 
 
4. Inhalative Steroide (ICS) sind die wichtigste Säule der Asthma-Therapie, die 
Bedeutung der ICS in der COPD-Therapie ist jedoch umstritten. Der Einfluss von ICS 
auf die Zahl und die Oberflächenmarker-Expression der mDCs in den Atemwegen von 
Rauchern wurde bislang nicht untersucht. 
 
5. In der vorliegenden prospektiven, randomisierten, doppelblinden, Placebo-
kontrollierten Studie wurde der Einfluss von ICS auf die mDCs in der Bronchoalveolären 
Lavage-Flüssigkeit (BALF) und im Blut von Rauchern ohne höhergradige Obstruktion 
untersucht. Es wurden 45 Probanden über einen Zeitraum von 28 Tagen inhalativ mit 
Placebo (P), dem ICS Fluticason (F) oder dem ICS Fluticason in Fixkombination mit 
dem langwirksamen Beta-Mimetikum Salmeterol (F+S) behandelt.  
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6. Die Anzahl der mDCs und deren Oberflächenmarker wurden in der BALF und im Blut 
vor und nach Behandlung mit der etablierten Methode der Durchflusszytometrie in der 
Abt. für Pneumologie der Universität Rostock analysiert.  
 
7. Es ergab sich eine signifikante Reduktion neutrophiler Granulozyten, Makrophagen 
und der mDCs in der BALF unter der Fluticason-Salmeterol-Kombinationstherapie, nicht 
jedoch bei der Fluticason-Monotherapie oder der Placebo-Therapie.  Bezüglich der Blut-
mDCs fanden sich keine signifikanten Änderungen unter Therapie.  
 
8. Keine der Therapien hatte einen signifikanten Einfluss auf die Expression der mDC-
Oberflächenmarker im Blut oder in der BALF. 
 
9. Wir haben die Hypothese aufgestellt, dass ICS nur in Kombination mit Beta-Mimetika 
eine Reduktion der mDCs in den Atemwegen von Rauchern bewirken und hierbei 
keinen Einfluss auf die mDC-Oberflächenmarker-Expression haben.  
 
10. Studien mit COPD-Patienten unterschiedlicher Schweregrade sind nun indiziert, ob 
sich dieser Effekt auch bei höhergradiger COPD findet und ob dieser Effekt mit dem 
ICS-Ansprechen der Patienten korreliert.  
 
Anhang  107 
  
7.12 Eidesstattliche Erklärung 
Hiermit erkläre ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbständig angefertigt 
und verfasst habe. Ich habe keine Hilfsmittel außer den genannten verwendet. 
Die klinische Studie wurde in Kooperation mit Frau Dr. med. Ulrike Schlüter (geb. Kräft) 
durchgeführt. 
Dr. med. Schlüter befasste sich mit dem Einfluss von Fluticason auf die plazmazytoiden 
DCs, während sich meine Promotionsarbeit mit dem Einfluss von Fluticason und 
Salmeterol auf myeloide DCs auseinandersetzt. Aufgrund des gleichen Studiendesigns 
und der Übereinstimmung der Methoden wurde der Methodenteil der Dissertation 






Laura Lux        Rostock, Juni 2018 
